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Umetno načrtovani transkripcijski dejavniki so pomembno orodje za specifično uravnavanje 
tarčnih genov v sintezni biologiji. Privlačen pristop za načrtovanje celičnih orodij za nadzor 
izražanja genov predstavljajo signalne poti na osnovi Ca
2+
, saj lahko vdor Ca
2+
 v celice sprožijo 
različni dražljaji. V okviru dela smo na osnovi signalne poti Ca
2+
-kalmodulin-kalcinevrin-NFAT 
razvili umetne transkripcijske dejavnike. Pri načrtovanju sintetičnih celičnih vezij je zelo 
pomembno, da z ustreznim načrtovanjem dosežemo nadzor nad aktivnostjo pripravljenih 
transkripcijskih dejavnikov, za katere želimo, da niso aktivni v odsotnosti stimulacijskega 
signala. Neželeno konstitutivno aktivnost NFAT v odsotnosti stimulacije smo znižali preko 
vpliva na lokalizacijo NFAT v celici. Pokazali smo, da z dodatkom signala za transport iz jedra 
NES ali preko fuzije s sidrnim peptidom KRφ zmanjšamo prehajanje NFAT v jedro v odsotnosti 
stimulacije in tako znižamo neželeno konstitutivno transkripcijsko aktivnost.  
Večina v literaturi opisanih od Ca
2+
 odvisnih načrtovanih genskih vezij izkorišča endogeni 
NFAT, vendar je za optimalno delovanje sintetičnih vezij ključnega pomena, da le-ta delujejo 
neodvisno od endogenih procesov gostiteljske celice. Naš cilj je bil pripraviti umetne 
transkripcijske dejavnike, ki omogočajo ciljanje poljubnih tarčnih genov in hkrati ne vplivajo na 
izražanje endogenih genov v gostiteljski celici. Pripravili smo umetne transkripcijske dejavnike 
na osnovi regulatorne domene humanega ali mišjega NFAT in načrtovane DNA-vezavne 
domene efektorjev TAL ter potrdili, da aktivirajo transkripcijo poročevalskih genov v odvisnosti 
od znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 v več vrstah sesalskih celic. 
Pomembna lastnost načrtovanih celičnih orodij je njihov odziv na fizikalno-kemijske signale, kar 
omogoča zunanji nadzor celičnih procesov. Ultrazvok omogoča natančno fokusiranje signala in 
je bil že uporabljen za stimulacijo mehansko občutljivih ionskih kanalov. V okviru dela smo 
razvili metodo za stimulacijo sesalskih celic z ultrazvokom in pokazali, da lahko z ultrazvokom 
aktiviramo pripravljene transkripcijske dejavnike v sesalskih celičnih linijah in poskusnih 
živalih, v katere smo vnesli predhodno pripravljene celice. Razvita metoda stimulacije sesalskih 
celic z ultrazvokom zaradi neinvazivnosti in sposobnosti prodiranja globoko v tkiva predstavlja 
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Calcium signaling represents an attractive regulatory mechanism for use in engineered biological 
circuits, as the influx of calcium ions into cells can be triggered by a plethora of chemical and 
physical signals. Engineered calcium-dependent transcription factors, presented in this work, are  
based on the family of transcription factors NFAT. Their activity is regulated by the 
calcium/calmodulin-dependent phosphatase calcineurin which controls the translocation of 
NFAT proteins from the cytoplasm to the nucleus. Since tight regulation of each component of a 
synthetic cellular circuit is crucial for robust functioning of such systems, we prepared 
engineered NFAT variants with modified and controlled subcellular localization properties. This 
enabled potent NFAT activity while maintaining robust activation control. Undesired NFAT 
activity in the absence of stimulation was shown to be reduced both by insertion of additional 
nuclear export signal (NES) or via fusion of the synthetic membrane anchor peptide KRɸ to the 
transcription factor. 
Most synthetic calcium-dependent gene circuits use the endogenous NFAT signaling pathway 
for signal transduction. For incorporation of NFAT signaling into a controllable synthetic genetic 
circuit, it is crucial for the system to function independently of endogenous cell processes. For 
this reason, we prepared artificial transcription factors in which the native human or murine 
NFAT DNA-binding domain was replaced with a designed TALE DNA-binding domain, 
allowing targeting of specific DNA regulatory regions, and the VP16 or VP64 activation domain, 
allowing transcription upregulation of downstream genes. Replacement of the DNA-binding 
domain allows targeting of selected target genes while at the same time eliminates off-target 
activation of NFAT promoter-driven gene expression. This replacement ensured efficient 
calcium-dependent activation of target transgene expression in several mammalian cell lines. 
The possibility of external control of cell-signaling pathways through various physicochemical 
signals is an important feature of synthetic biological circuits, as it allows non-invasive control 
of cellular processes. Ultrasound represents a signal which can be highly spatio-temporally 
controlled and has been previously shown to stimulate mechanosensitive ion channels. In the 
present work, we developed a method for stimulation of mammalian cells with ultrasound and 
showed that ultrasonic waves can trigger the activation of engineered Ca
2+
-dependent 
transcription factors in cell lines as well as in experimental animals. The developed method of 
ultrasound stimulation represents an innovative approach for control of engineered biologic 
circuits due to its non-invasive properties and the ability to penetrate deep into tissues. In vivo 
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kislinska aktivacijska domena (ang. acidic activation 
domain) 
AMP adenozin monofosfat 
AP-1 transkripcijski dejavnik aktivirajoči protein 1 
BCA biocinhoninska kislina 
BFP modri fluorescentni protein 
BSA goveji serumski albumin 
CaM kalmodulin 
CaMK od kalmodulina odvisna protein kinaza 
CAR 
himerni antigenski receptor (ang. Chimeric Antigen 
Receptor) 
cGMP ciklični gvanozinmonofosfat 
CMV citomegalovirus 
CRISPR 
sistem bakterijske pridobljene imunosti (ang. 
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats) 
DAG diacilglicerol 
dCas9 nukleolitično neaktiven protein Cas9 (ang. dead Cas9) 
DMEM 
medij za gojenje celičnih linij (ang. Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
ELISA 
encimskoimunski test (ang. Enzyme-linked 
Imunnosorbent Assay) 
ER endoplazemski retikulum 
FBS goveji fetusni serum (ang. Fetal Bovine Serum) 
fLuc kresničkina luciferaza (ang. firefly luciferase) 
GLP-1 
glukagonu podoben peptid 1 (ang. Glucagon-like 
Peptide 1) 
HEK293 celična linija človeških embrionalnih ledvičnih celic 
HEK293T 
celična linija človeških embrionalnih ledvičnih celic z 
zapisom za veliki antigen T SV40 virusa Simian 40 
IL-2 interlevkin 2 
hIL-10 človeški interlevkin 10 
HIV 
virus humane imunske pomanjkljivosti (ang. Human 
Immunodefficiency Virus) 
HRP hrenova peroksidaza 
IP3 inozitol trifosfat 
MAPK z mitogenom aktivirana proteinska kinaza 
mNFAT mišji NFAT 
NES signal za prenos iz jedra (ang. Nuclear Export Signal) 
NF-κB jedrni dejavnik κB  
NFAT 
jedrni dejavnik aktiviranih celic T (ang. Nuclear 
Factor of Activated T-cells) 
NHR  
regija, homologna NFAT (ang. NFAT Homology 
Region) 
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signal za transport v jedro (ang. Nuclear Localization 
Signal) 
PBS fosfatni pufer (ang. Phosphate Buffered Saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PEI polietilenimin 
PIL-2 promotor IL-2 
PKC protein kinaza C 








Pmin minimalni promotor 
RHR  regije homologije Rel  
RLE relativne luciferazne enote 
rLuc luciferaza Renilla reniformis 
RPMI 
medij za gojenje celičnih linij (ang. Roswell Park 
Memorial Institute Medium) 
RVD  
par aminokislin, ki se razlikuje v posameznih 
ponovitvah zaporedja TAL (ang. Repeat-Variable 
Diresidue) 
SDS PAGE 
poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata 
SERCA 
črpalka kalcijevih ionov sarkoplazemskega retikuluma 




kalcij sprostitveni kanali (ang. Store-
operated Channel) 
TAD 
transaktivacijska domena (ang. Transactivation 
Domain) 
TALE 
transkripcijskim aktivatorjem podobni efektorji (ang. 
Transcription Activator-Like Effectors) 
UZ ultrazvok 
VP16 
domena za aktivacijo transkripcije (ang. Viral Protein 
16) 
VP64 









Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
XII 
 
IZVIRNI ZNANSTVENI ČLANEK 
 
Izvirni znanstveni članki s področja teme doktorske disertacije – pogoj za zagovor doktorskega 
dela (Priloga 1). 
MEŠKO, Maja, LEBAR, Tina, DEKLEVA, Petra, JERALA, Roman, BENČINA, Mojca. 
Engineering and rewiring of a calcium-dependent signaling pathway. ACS synthetic biology, 
2020. doi: 10.1021/acssynbio.0c00133 https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acssynbio.0c00133
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
1 
 
1 PREGLED LITERATURE 
 
1.1 Celična signalizacija 
 
Zaznavanje zunanjih signalov in prenašanje informacij v notranjost celic je ena od bolj 
pomembnih sposobnosti celic. Od signalov iz okolja je namreč odvisna usoda celice, saj ti 
omogočajo prilagoditev in preživetje, odločajo o delitvi ali diferenciaciji celic in celični smrti. 
Ločimo dve vrsti signalov. Med kemijske signale prištevamo hormone, dejavnike, majhne 
molekule, zdravila, živčne prenašalce in ione. Med fizikalnimi signali so najpomembnejši 
svetloba, temperatura in mehanske sile. Tekom evolucije so se razvili številni celični receptorji, 
ki zaznavajo različne signale iz okolja. 
Aktivacija receptorja sproži znotrajcelično signalizacijo, ki običajno poteka preko znotrajceličnih 
prenašalcev (t. i. sekundarni prenašalci). Naloga sekundarnih prenašalcev je hitra in učinkovita 
aktivacija celičnih procesov, ki omogočajo odziv bodisi v obliki sinteze novih proteinov bodisi 
preko sprememb v metabolizmu ali obliki celic. Sekundarni prenašalci so majhne molekule 
(AMP, cGMP, DAG, IP3) in ioni, med katerimi so najpomembnejši Ca
2+
. Njihova skupna 
lastnost je sposobnost hitre difuzije in vezave na proteinske tarče. Za znotrajcelične prenašalce je 
pomembno, da so spremembe v njihovi koncentraciji natančno uravnavane 
1,2
. 
1.2 Vloga kalcijevih ionov v znotrajcelični signalizaciji 
 
1.2.1 Celični procesi pod nadzorom kalcijevih ionov 
 
Spremembe v znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
 so vpletene v številne procese v celici od 
vzdražnosti, eksocitoze, prepisovanja genov in apoptoze. Znotraj celice se nahaja na stotine 
proteinov z vezavnimi mesti za Ca
2+
 in širokim razponom afinitete za vezavo Ca
2+
, ki sega od 
nano- do milimolarnega območja. Pomembna strukturna domena kalcij-vezavnih proteinov je 
EF-dlan, ki vsebuje motiv vijačnica-zanka-vijačnica, sestavljen iz dveh alfa vijačnic in običajno 
12 aminokislin dolge zanke, kamor se vežejo Ca
2+ 3
. Druga kalcij-vezavna domena, ki je pogosta 
pri proteinih, ki so vpleteni v prenos znotrajceličnih signalov, je domena C2. Gre za približno 





nevtralizira negativno nabite aminokislinske ostanke in omogoči 
združevanje z anionskimi membranami preko hidrofobnih in aromatskih aminokislin v proteinih. 
Predstavniki proteinov z domeno C2 so npr. fosfolipaze, protein kinaza C, sinaptostagmini 
4
. 
Vezava enega ali več Ca
2+ 
na tarčne proteine vpliva na njihovo lokalizacijo, funkcijo ter vezavo 
na njihove partnerje. Ob vezavi se sprožijo različni celični procesi ali pa proteini služijo kot 
pufrski sistemi za zniževanje citosolne količine prostih Ca
2+
. Celični odzivi so lahko hitri, kot je 
v primeru aktivacije kinaz, npr. kinaze lahkih verig miozina (MLCK; ang. myosin light chain 
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kinase), ki nadzoruje kontrakcijo miozina v gladkem mišičju ali v primeru od kalcija in 
kalmodulina odvisne protein-kinaze II (CMKII; ang. Calcium/calmodulin-dependent protein 
kinase II), ki vpliva na mobilizacijo sinaptičnih veziklov in plastičnost sinaps 
5,6
. Spremembe v 
znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
 pa preko aktivacije transkripcijskih dejavnikov vplivajo tudi na 
prepisovanje genov in tako posredujejo dolgoročni vpliv na celice. V limfocitih povišane 
koncentracije Ca
2+




Eden od najpomembnejših kalcij-vezavnih proteinov je kalmodulin, ki se izraža v vseh 
evkariontskih celicah in nadzoruje aktivnost številnih kinaz in fosfataz, ionskih prenašalcev, 
proteinov v citoskeletu in proteinov, ki so pomembni za znotrajcelično signalizacijo (npr. sintaza 
dušikovega oksida) 
8
. Sestavljata ga N- in C-globularni domeni, ki sta povezani s fleksibilnim 




1.2.2 Mehanizmi za nadzor znotrajcelične koncentracije kalcijevih ionov 
 
Dejstvo, ki celici zagotavlja učinkovito signalizacijo preko Ca
2+
, je razlika med njegovo 
koncentracijo izven celice (~ 1 mM) in v celičnih zalogah v endoplazemskem retikulumu (100-
800 µM) v nasprotju s citosolom (100 nM) 
2
. Ker je Ca
2+
 univerzalni sekundarni prenašalec, je 
pomembno, da je njegova znotrajcelična koncentracija natančno nadzorovana. Prenos Ca
2+ 
v 
celico in izven nje opravljajo ionski kanalčki in črpalke (Slika 1). To so transmembranski 
proteini, ki v lipidnem dvosloju membrane tvorijo hidrofilne pore in omogočajo prehod ionov 
skozi membrano. Nizko citoplazemsko koncentracijo ohranjajo Ca
2+
-ATPaze, transmembranske 
črpalke, ki aktivno prenašajo Ca
2+ 
iz celice (PMCA; kalcijeva črpalka plazmaleme) ter v 
endoplazemski retikulum (SERCA; kalcijeva črpalka sarkoplazemskega retikuluma), kjer se 












 prenašalci predstavljajo vzporeden 
mehanizem za črpanje Ca
2+ 
izven celic. Do prenosa Ca
2+ 
v citosol lahko pride preko aktivacije 
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Slika 1: Ionski kanalčki in črpalke, ki opravljajo prenos Ca
2+ 
skozi membrane. Shematski prikaz lokacije 
prenašalcev Ca
2+ 
na celični membrani ter na membrani endoplazemskega retikuluma, kjer se nahajajo 
znotrajcelične zaloge Ca
2+
. Smer prenosa Ca
2+ 
skozi posamezno črpalko ali ionski kanalček je označena s 




1.2.3 Ionski kanalčki  
 
Do povišanja citosolne koncentracije Ca
2+
 lahko privede bodisi vdor Ca
2+ 
iz zunanjosti zaradi 
odprtja kalcijevih ionskih kanalčkov na celični membrani bodisi sproščanje iz znotrajceličnih 
zalog 
11
. Ionske kanalčke lahko glede na odzivnost na različne fiziološke dražljaje razdelimo na 
več skupin. V prvo skupino uvrščamo napetostno odvisne ionske kanalčke, ki se nahajajo na 
površini vzdražnih celic in zaznavajo spremembe napetosti na membrani. Dovolj močan dražljaj 
sproži močnejšo depolarizacijo in konformacijsko spremembo, ki povzroči odprtje pore, ki je 
selektivno prepustna za določene ione 
12
. Pri sesalcih so tri poddružine napetostno odvisnih 




V drugo skupino uvrščamo ionske kanalčke, ki se aktivirajo ob vezavi specifičnih ligandov ali 
sekundarnih prenašalcev. Eden od ligandov, pomembnih za vzdrževanje homeostaze citosolne 
koncentracije Ca
2+
, je inozitol trifosfat (IP3). Od kalcija odvisna aktivacija fosfolipaze C (PLC) 
privede do pretvorbe fosfatidilinozitola (PIP2) v IP3 in diacilglicerol (DAG). Receptorji za IP3 se 
nahajajo na površini endoplazemskega retikuluma in po vezavi liganda privedejo do sproščanja 
Ca
2+
 iz znotrajceličnih zalog. Podobno vlogo imajo receptorji za rianodin (RyR; ang. ryanodine 
receptor) v skeletnih mišicah, srčni mišici in možganih 
14,15
.  
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V električno nevzdražnih celicah pa eno od glavnih komponent prenosa Ca
2+
 v citosol 
predstavljajo kanali SOC (ang. store-operated calcium), ki na površini endoplazemskega in 
sarkoplazemskega retikuluma omogočajo sproščanje zalog v citosol. Ko se znotrajcelične zaloge 
kalcija zmanjšajo, pride do konformacijske spremembe na kalcijevem senzorju STIM1. To 
povzroči njegov premik z membrane endoplazemskega retikuluma na stike med le-tem in 
plazemsko membrano. Tam STIM1 aktivira kanale SOC, ki jih predstavljajo proteini iz družine 
Orai. Ti tvorijo za Ca
2+
 prepustne pore na plazemski membrani, s čimer je omogočen vdor 
kalcija v celico in obnavljanje zalog 
16–18
. 
1.2.4. Mehansko občutljivi ionski kanalčki 
 
V tretjo skupino uvrščamo mehansko občutljive ionske kanalčke, ki zaznavajo mehanske 
dražljaje iz okolja. Na mehansko silo se odzovejo s spremembo konformacije, ki omogoča 
prenos ionov skozi poro in predstavlja osnovo za pretvorbo zunanjega signala v kemijsko ali 
električno aktivnost celice 
19
. Izražajo se v številnih tipih celic, kot so nevroni, celice glije, 
epitelijske celice, celice v srčni in gladkih mišicah, fibroblasti in osteoblasti. Vpleteni so v 
različne procese, kot so tip, sluh, zaznavanje bolečine in uravnavanje krvnega pretoka. 
Pomembno vlogo imajo tudi pri bakterijah, glivah in rastlinah, saj jim omogočajo odziv na 
spremembe v osmotskem tlaku in uravnavanje turgorja 
20
. 
Natančen mehanizem odziva kanalčkov na mehanske dražljaje ni popolnoma znan. Znano je, da 
za aktivacijo prokariontskih mehansko občutljivih kanalčkov zadostuje sprememba napetosti v 
fosfolipidnem dvosloju kot posledica raztezanja membrane 
21
. MscL (ang. Large Conductance 
Mechanosensitive Ion Channel) in MscS (ang. Small Conductance Mechanosensitive Ion 
Channel) sodita med najbolje okarakterizirane bakterijske mehansko občutljive ionske kanalčke. 
Razlike v njuni strukturi določajo tudi različne odzive na spremembe v membrani, pri čemer so 
pokazali, da je v primeru MscL glavni vzrok za nižanje praga aktivacije tanjšanje ali ukrivljanje 
membranskega dvosloja in posledično sprememba hidrofobnih interakcij med fosfolipidi v 
membrani, medtem ko je v primeru MscS najpomembnejši dejavnik sprememba profila prečnega 
tlaka v dvosloju 
22,23
. 
Za evkariontske ionske kanalčke v splošnem velja, da je pri odpiranju pore pomembna povezava 
s proteini citoskeleta ali izvenceličnega matriksa, ki sodelujejo pri prenosu mehanske sile na 
ionski kanalček 
24
. Kljub temu so dokazali, da agonisti aktivirajo evkariontske kanale Piezo tudi, 
ko so ti rekonstruirani v liposomih v odsotnosti interakcij z drugimi celičnimi komponentami 
25
, 
kar nakazuje, da tudi za aktivacijo nekaterih evkariontskih kanalov zadošča neposredna 
deformacija v fosfolipidnem dvosloju. V teh primerih je vloga strukturnih proteinov iz 
citoskeleta in izvenceličnega matriksa predvsem ojačanje signala in selektivno usmerjanje 
mehanskih dražljajev v primeru specializiranih celic mehanoreceptorjev, kot so senzorični 
nevroni v koži 
26
. 
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Ionski kanalčki iz družine TRP (ang. transient receptor potential) so neselektivni kationski 
kanalčki, ki so bistvenega pomena za številne senzorične funkcije. Družino sestavljajo 
predstavniki iz sedmih poddružin (TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPN, TRPP in TRPML). 
Aktivirajo jih dražljaji, kot so spremembe napetosti ali temperature, za številne od njih pa 
obstajajo dokazi, da so vpleteni v prevajanje mehanskih dražljajev 
24,27
. TRPV4 (ang. transient 
receptor potential vanilloid 4) se med drugim nahaja v nevronih senzoričnega sistema, dlačnicah 
notranjega ušesa in mehanosenzorjih v koži. Pokazano je bilo, da ga aktivirajo hipoosmotski 
stres 
28
, mehanske strižne sile 
29
 in boleč pritisk 
30
. TRPV1 se odziva na potencialno škodljive 
dražljaje iz okolja, kot sta temperatura nad 41 °C ali pH pod 5,9, aktivira pa ga tudi kapsaicin, 
komponenta pekočih feferonov 
31–33
. Dokazali so, da se na spremembo temperature odzivajo tudi 
kanalčki TRPV1, ki so jih izrazili in rekonstruirali v liposomih. To nakazuje, da bi kanalčki 
lahko neposredno zaznavali spremembe temperature 
34
, obstajajo pa tudi hipoteze, da se 
odpiranje pore zgodi kot posledica temperaturno povzročenih sprememb v ukrivljenosti 




1.2.5 Transkripcijski dejavnik NFAT 
 
Družino transkripcijskih dejavnikov NFAT (ang. Nuclear Factor of Activated T-cells) sestavlja 
pet izooblik proteinov (NFAT1- NFAT5). Z izjemo NFAT5, ki ga aktivira osmotski stres, 
proteine NFAT1-NFAT4 povezuje odvisnost od Ca
2+ 
in kalcinevrina, od kalmodulina odvisne 
serin/treonin fosfataze. Prvotno so bili odkriti v limfocitih T, kjer so po aktivaciji T celičnega 
receptorja spodbudili izražanje interlevkina-2 
36
. Imajo osrednjo vlogo pri izražanju inducibilnih 
genov v celicah imunskega sistema, v celicah izven imunskega sistema pa so vpleteni v nadzor 
genov, povezanih s celičnim ciklom, apoptozo, diferenciacijo in angiogenezo 
37
. 
Proteini NFAT se aktivirajo preko stimulacije celičnih receptorjev, ki so povezani z mobilizacijo 
Ca
2+
 iz znotrajceličnih zalog (npr. T-celični receptor, B-celični receptor, CD40, s proteinom G-
sklopljeni receptorji, receptorji tirozin kinaze). V neaktiviranem stanju so proteini NFAT 
fosforilirani in se nahajajo v citosolu. Povišana znotrajcelična koncentracija Ca
2+
 aktivira 
kalmodulin, ki se veže na kalcinevrin in povzroči premik avtoinhibitorne domene z njegovega 
aktivnega mesta. To omogoči fosfatazno aktivnost kalcinevrina, ki defosforilira NFAT in sproži 
večjo konformacijsko spremembo. Prehod iz neaktivne v aktivno konformacijo je povezan z 
izpostavitvijo signalov za jedrno lokalizacijo (NLS, ang. nuclear localization sequence) in 
prekinitvijo stikov s komplementarnimi mesti znotraj samega NFAT in drugih vezavnih 
partnerjev, kar omogoči prehajanje v jedro in povišanje afinitete za vezavo na DNA 
38,39
. V jedru 
se nahajajo različne NFAT kinaze (CK1, GSK3, MAP kinaza 38), ki ponovno fosforilirajo NFAT. 
Sprememba konformacije zakrije signale NLS in izpostavi signale za prehod iz jedra (NES; ang. 
nuclear export signal), kar povzroči hitro translokacijo iz jedra v citosol (t1/2= približno 15 min) 
40,41
. 
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Vsem proteinom NFAT sta skupni dve visoko homologni regiji: regulatorna domena (NHR; ang. 
NFAT homology region) in DNA vezavna domena. Manj ohranjeni med različnimi izooblikami 
sta N- in C-končni transaktivacijski domeni (TAD; ang. transactivation domain) (Slika 2). 
 
Slika 2: Shema primarne strukture proteina NFAT. Sestavljajo ga regulatorna domena, DNA-vezavna 
domena ter N- in C-končni aktivacijski domeni. Znotraj regulatorne domene so označena fosforilacijska mesta 
(črna) in vezavni mesti za kalcinevrin (oranžna). Del DNA-vezavne domene je zanka, ki neposredno veže 
DNA (rdeča). Označeni so signali za jedrno lokalizacijo (NLS, zelena in NES, vijolična) v regulatorni in 
DNA-vezavni domeni. Povzeto po 
42
. 
Regulatorna domena obsega približno tristo aminokislinskih ostankov in je v neaktivnem stanju 
močno fosforilirana. Domene so med posameznimi predstavniki le zmerno ohranjene, podobnost 
v zaporedjih je med 22 in 36 %. Fosforilirani serinski ostanki tvorijo različne s serinom bogate 
regije: SRR-1, SRR-2 in ponovitve SP1-3 
42
. 
Za učinkovito defosforilacijo je pomembna prisotnost vezavnega mesta za kalcinevrin, ki se 
nahaja na N-koncu regulatorne domene in vsebuje zaporedje PxIxIT, razen v primeru NFAT1, 
kjer je zaporedje SPRIEIT. Regija SRR-1 se nahaja v neposredni bližini vezavnega mesta za 
kalcinevrin in se preferenčno defosforilira že pri nizki stopnji aktivacije kalcinevrina 
43
. 
Posamezni proteini NFAT imajo značilna PxIxIT zaporedja z nizkimi afinitetami za vezavo 
kalcinevrina (Kd= 10-30 µM). Pokazali so, da zamenjava nativnega zaporedja za HPVIVIT, ki 
ima višjo afiniteto, poveča bazalno občutljivost proteina na kalcinevrin in vodi v delno 
translokacijo iz citosola v jedro 
44
. Za ponovno fosforilacijo NFAT v jedru skrbijo različne 
konstitutivno (npr. CK1, GS3) ali inducibilno aktivne kinaze (npr. MAP kinaza p38) 
45,46
. Zanje 
je značilno selektivno ciljanje določenih izooblik NFAT (npr. p38 fosforilira NFAT1 in NFAT3), 
kar omogoča tudi diferencialno regulacijo različnih izooblik znotraj celice. 
V DNA-vezavnih domenah najdemo strukturne podobnosti s proteini iz družine transkripcijskih 
dejavnikov NFκB/Rel, zato jih imenujemo tudi regije homologije Rel (RHR, ang. Rel homology 
region). Približno dvestosedemdeset aminokislinskih ostankov dolge domene so visoko 
ohranjene, odstotek prileganja med posameznimi zaporedji parov iz družine NFAT znaša med 60 
in 70 %. DNA-vezavna domena je sestavljena iz dveh funkcionalno različnih podenot: N-končni 
del DNA- vezavne domene je pomemben za vezavo na DNA, funkcija C-končnega dela pa je 
sestavljanje homo- ali heterodimerov, ki omogočajo vezavo na številne odzivne elemente. 
Pomemben element je DNA-prepoznavna zanka z zaporedjem RAHYETEG (podčrtani ostanki 
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tvorijo interakcije z DNA) 
47
. Kooperativno povezovanje z drugimi partnerji izboljša sposobnost 
vezave proteinov NFAT na DNA. Na elemente DNA, podobne mestom vezave transkripcijskega 
dejavnika NF-κB, se proteini NFAT vežejo v obliki dimera. Proteini NFAT1-NFAT4 tvorijo 
močne kooperativne komplekse z dimeri Fos-Jun (transkripcijski dejavnik AP-1), ki se 
sintetizirajo pod vplivom signalne poti MAP kinaze. Na ta način omogočajo sklopitev signalov iz 
različnih signalnih poti in omogočajo raznolikost možnih celičnih odzivov. Ostanki, ki 
omogočajo interakcije z dimerom Fos-Jun, tvorijo večinoma polarne interakcije z bazičnimi 
ostanki v regijah levcinske zadrge v Fos-Jun. Te interakcije pa niso dovolj močne, da bi 
omogočale stabilnost dimerov v odsotnosti vezave na DNA 
48,49
. 
Transaktivacijski domeni na N- in C-koncu predstavljata najbolj variabilen del proteinov NFAT. 
Predstavljata tudi mesti interakcije s specifičnimi vezavnimi partnerji v jedru, od transkripcijskih 
dejavnikov do regulatorjev. Aktivnost NFAT namreč dodatno uravnava kombinacija signalov iz 
različnih signalnih poti, ki vplivajo na NFAT kinaze in jedrne proteinske partnerje. Vezava 
partnerjev lahko povzroči sinergistično aktivacijo (npr. AP-1) ali represijo (Foxp3) od NFAT 
posredovanega signala 
50,51
. Kljub visoki variabilnosti transaktivacijskih domen je prisotnih 
nekaj kratkih motivov, ki so ohranjeni med posameznimi predstavniki. N-končni ohranjeni motiv 
je bogat s kislinskimi in hidrofobnimi ostanki in lahko deluje kot močna aktivacijska domena 
(AAD, ang. acidic activation domain). C-končni ohranjeni motiv pa obsega zadnjih petdeset 
aminokislinskih ostankov v proteinu, pri čemer so si motivi med različnimi proteini NFAT 
sorodni v približno 50 % 
37
. 
V primerjavi z ostalimi transkripcijskimi dejavniki, ki so odvisni od Ca
2+ 
(npr. NF-κB), na 
aktivnost proteinov NFAT bolj vplivajo že manjše spremembe v koncentraciji Ca
2+
. Dolmetsch 
in sod. so pokazali, da se NF-κB in NFAT v limfocitih B diferencialno aktivirata ob različnih 
vrstah kalcijevih signalov. Medtem, ko so za translokacijo NF-κB v jedro potrebna močna hipna 
povišanja koncentracije Ca
2+
, pride do prenosa NFAT v jedro v primeru skozi daljši čas 
povišanih koncentracij Ca
2+ 
v obliki platoja 
7
. Z eksperimenti na celičnih linijah celic T so 
pokazali tudi, da oscilacije povišajo transkripcijsko aktivnost NFAT v primerjavi s stalno 
povišano koncentracijo Ca
2+
, pri čemer je za transkripcijo od NFAT odvisnih genov pomembno, 




1.3 Načrtovani modularni transkripcijski dejavniki 
 
1.3.1 Transkripcijski dejavniki v sintezni biologiji 
 
Transkripcijski dejavniki so proteini, ki se vežejo na regulatorne elemente v zaporedju DNA in 
nadzirajo prepisovanje genov v njihovi bližini. Tako imajo ključno vlogo pri delovanju in 
diferenciaciji celice, saj vplivajo na število in količino genov v celici, ki se prepišejo v končne 
proteinske produkte. Transkripcijske dejavnike sestavljata najmanj dve domeni, in sicer DNA-
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vezavna in efektorska domena. DNA-vezavna domena je del transkripcijskega dejavnika, ki 
prepozna in se veže na specifična zaporedja DNA v genomu v bližini promotorske regije 
tarčnega gena. Med znane DNA-vezavne motive uvrščamo levcinske zadrge, cinkove prste ter 
motiva vijačnica-zanka-vijačnica in vijačnica-zavoj-vijačnica. Efektorska domena omogoča 
interakcije z ostalimi dejavniki, vpletenimi v transkripcijo in določa, ali bo končni rezultat 
aktivacija ali represija transkripcije 
53,54
. Naravni transkripcijski dejavniki so v celicah podvrženi 
odvisnosti od partnerskih vezavnih proteinov ter tudi epigenetskim spremembam, ki vplivajo na 
zmožnost vezave na tarčna mesta v genomu, poleg tega je njihovo število v naravi omejeno. 
Umetno načrtovani transkripcijski dejavniki pa lahko z ustreznim sestavljanjem posameznih 




V sintezni biologiji in biotehnologiji so umetno načrtovani transkripcijski dejavniki izjemno 
pomembni. Namen sintezne biologije je namreč ustvariti biološke sisteme ali organizme z v 
naravi neobstoječimi lastnostmi, ki bi opravljali nove, koristne naloge. Pristopi posnemajo 
inženirske principe in vključujejo izgradnjo modularnih sistemov, v katerih je vsak posamezen 
modul nosilec določene lastnosti, ki pripomore, da je končni odziv lahko uravnavan in 
predvidljiv. Pri načrtovanju umetnih transkripcijskih dejavnikov kot osnovo uporabljamo že 
znane in dobro okarakterizirane naravne transkripcijske dejavnike, ki jih prilagodimo, da 
postanejo ustrezen vmesnik med stimulacijskimi signali ter posredujejo želen celični odziv. Tako 
umetni transkripcijski dejavniki omogočajo nadzor nad izražanjem tarčnih genov, kar je eden od 
najpomembnejših načinov za nadzor celic. Nadzor nad izražanjem proteinov je pomemben v 
različnih aplikacijah, kot so npr. priprava terapevtskih celičnih sistemov, raziskovanje vlog 




1.3.2  Modularne DNA-vezavne domene 
 
Razvoj umetnih DNA-vezavnih domen je olajšalo veliko število strukturnih informacij o 
kompleksih DNA-vezavnih proteinov in DNA. Med DNA-vezavnimi motivi se v človeškem 
proteomu najpogosteje pojavi motiv cinkovih prstov, zato ni presenetljivo, da so bile domene 
cinkovih prstov Cys2/His2 tudi prve, ki so jih uporabili za načrtovanje sinteznih DNA-vezavnih 
proteinov 
58,59
. Posamezen cinkov prst sestavlja okoli 30 aminokislinskih ostankov, ki se zvijejo 
v strukturo iz α-vijačnice in dveh β-plošč, ki jo stabilizira cinkov atom 
60,61
. Vezava na 
dvovijačno DNA poteka preko α-vijačnice (Slika 3), pri čemer aminokislinski ostanki na 
položajih - 1, + 3 in + 6 tvorijo interakcije s tremi zaporednimi bazami na eni verigi DNA (mesto 
1 označuje aminokislinski ostanek na N-koncu vijačnice). Aminokislinski ostanek na mestu + 2 
stabilizira vezavo preko tvorbe interakcij s komplementarno verigo DNA 
60,62
.  
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Slika 3: Shema vezave strukture cinkovih prstov na DNA. Zanka iz α-vijačnice in dveh β-plošč se veže v 
veliki žleb DNA in je stabilizirana s tetraedrično koordiniranim cinkovim atomom. Povzeto po 
63
. 
Posamezen cinkov prst lahko prepozna od tri do štiri bazne pare. Mogoče je povezovanje več 
zaporednih cinkovih prstov, npr. šest zaporednih modulov, ki omogoča prepoznavanje 18 baznih 
parov in zadostuje za prepoznavo unikatnega zaporedja v človeškem genomu. Vendar pa 
prepoznavna specifičnost v tem primeru ni popolnoma predvidljiva zaradi medsebojnega vpliva 
različnih domen, kar povečuje zahtevnost načrtovanja proteinov cinkovih prstov z visoko 
specifičnostjo 
64,65
. Možnost priprave umetnih DNA-vezavnih domen na osnovi cinkovih prstov 
je omogočila pomembno tehnologijo na področju biomedicinskih raziskav, med drugim so s 
povezovanjem cinkovih prstov z represorsko efektorsko domeno uspešno zmanjšali replikacijo 
virusa HIV v človeški celični liniji celic T 
66
. V klinični študiji so avtolognim CD4+ celicam T 
pacientov s HIV dodali proteine cinkovih prstov v fuziji z nukleazno domeno in uspešno 
nevtralizirali receptor CCR5 za HIV 
67
. 
Nadaljnji napredek na področju ciljanja specifičnih zaporedij DNA pa je omogočilo odkritje 
novih DNA-vezavnih proteinov z enostavnejšimi DNA-prepoznavnimi kodami, ki jih bom 
predstavila v nadaljevanju. 
1.3.3  Efektorji TAL  
 
Proteini TALE (ang. Transcription Activator-Like Effectors) ali efektorji TAL so virulentni 
dejavniki rastlinskih bakterij iz rodu Xanthomonas. Te patogene bakterije napadajo rastlinske 
celice in povzročajo škodo tudi na kmetijskih kulturah 
68
. Med okužbo s pomočjo sekrecijskega 
sistema tipa III izločajo proteine TALE v gostiteljsko celico. Ti se v jedru gostiteljskih celic 
vežejo na promotorska zaporedja in vplivajo na izražanje genov, ki olajšajo bakterijsko 
kolonizacijo 
69,70
. Efektorji TAL se vežejo znotraj velikega žleba DNA (Slika 4). 
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Slika 4: Shema 3D strukture kompleksa TAL efektorja in njegove tarčne DNA. Prikazana je DNA-
vezavna domena TAL efektorja PthXo1, vezanega na DNA. Pogled s strani (levo) in navzdol po osi DNA 
(desno). Ponovitve so urejene v obliki desnosučne dodatno zvite vijačnice. Posamezne ponovitve so na sliki 
označene z različnimi barvami. Povzeto po 
71
. 
Osrednji del efektorjev TAL predstavlja značilna centralna domena, ki je odgovorna za vezavo 
na DNA. Umeščena je med N-končni del ter C-končni del, za katerega so značilni signali za 
jedrno lokalizacijo in aktivacijska domena (Slika 5). DNA vezavne domene se med seboj 
razlikujejo v številu tandemskih ponovitev, prav število in vrstni red ponovitev pa določata 
specifično aktivnost posameznega efektorja TAL.  
 
Slika 5: Shema zgradbe efektorjev TAL. Osrednja DNA vezavna domena je najpogosteje sestavljena iz 
približno 18,5 tandemskih ponovitev. Prikazana sta hipervariabilna ostanka na mestih 12 in 13, ki 
prepoznavata določen bazni par in sta odgovorna za vezavo na tarčno zaporedje. Povzeto po 
72
. 
Posamezno ponovitev sestavlja od 33 do 35 (najpogosteje 34) aminokislinskih ostankov, ki so si 
med seboj močno podobni. Izjemi sta dva hipervariabilna ostanka na mestih 12 in 13 (RVD, ang. 
repeat variable residues), ki prepoznavata določen bazni par v DNA in sta ključna za specifično 
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vezavo na tarčno mesto 
73
. Pri tem drugi ostanek tvori specifično interakcijo z DNA, prvi pa 
stabilizira interakcijo med proteinom in DNA 
71,74
. Četudi je specifičnost vezave zapisana v 
omenjenih tandemskih ponovitvah, so za vezavo na DNA nujno potrebne še 4 nekanonične 
ponovitve na N-koncu tik pred osrednjimi tandemskimi ponovitvami 
75
. 
Odkritje vezavne kode efektorjev TAL je omogočilo možnost načrtovanja umetnih DNA-
vezavnih proteinov. V naravnih proteinih TAL so odkrili več kot 20 različnih ostankov RVD, 
med katerimi so najpogostejši NI (prepoznava adeninske baze), NG (timinske baze), HD 
(gvanidinske/adeninske baze) in NN (timinske baze) 
73,76
. Umetno načrtovani transkripcijski 
regulatorji na osnovi TAL so enostavni za načrtovanje, saj za ciljanje poljubne kombinacije baz 
v genomu zadostujejo 4 različni moduli, ki prepoznavajo različne baze v DNA. V primerjavi s 
proteini cinkovih prstov pa je pomembno tudi dejstvo, da sosednje ponovitve med seboj ne 
vplivajo na prepoznavno specifičnost in se tudi ob več zaporednih ponovitvah ohrani 
funkcionalnost specifične vezave na tarčno mesto 
63
.  
Načrtovani efektorji TAL v fuziji z aktivacijskimi ali represorskimi domenami predstavljajo 
močne sintezne transkripcijske dejavnike 
77,78
. Pokazali so, da so v fuziji z aktivacijsko domeno 
VP64 sposobni aktivirati tudi endogene tarče v genomu človeških celic, pri čemer je nivo 
aktivacije višji kot v primeru načrtovanega cinkovega prsta v fuziji z VP64 
79
. Sodelavci so v 
primerjalni raziskavi pokazali tudi, da so transkripcijski aktivatorji na osnovi efektorjev TAL 
močnejši v primerjavi z aktivatorji na osnovi sistema CRISPR/Cas ter so v nekaterih aplikacijah, 




1.3.4 CRISPR/Cas  
 
Sistem CRISPR/Cas je bil prvič opisan leta 2002, ko so z analizo genoma bakterij in arhej odkrili 
prisotnost elementov DNA, kjer se t. i. ponovitve vmesnikov (ang. spacer sequence) izmenjujejo 
z repetitivnimi ponovitvami DNA (CRISPR, ang. clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats) 
81
. Kasneje so odkrili, da je sistem vpleten v pridobljeno imunost, ki 
bakterije ščiti pred vdorom nukleinskih kislin bakteriofagov in tujih plazmidov. Naravne 
komponente sistema poskrbijo za procesiranje tujega genskega materiala in dele DNA vključijo 
v svoj genom v regije CRISPR. Ob prepisovanju teh regij nato nastanejo kratki transkripti 
CRISPR RNA (crRNA), ki ob prisotnosti transaktivirajoče CRISPR RNA (tracrRNA) vežejo 
protein Cas ter ga usmerijo proti tujim nukleinskim kislinam. Protein Cas ima endonukleazno 
aktivnost in lahko cepi ter s tem inaktivira tujo DNA. Poznamo tri glavne tipe sistema: tip I cepi 
in razgradi tarčno DNA, tip II cepi tarčno DNA brez degradacije in tip III, ki je poleg DNA 
sposoben tudi cepitve RNA. Na osnovi tipa II so razvili močna orodja za spreminjanje genoma, 
pri čemer so komponente sistema umetno združili tako, da sta za programirano cepitev potrebni 
le 2 komponenti: vodilna RNA (sgRNA; ang. single guide RNA), ki se veže na specifično tarčno 
zaporedje in protein Cas. Z uvedbo točkovnih mutacij v endonukleaznih domenah RuvC in HNH 
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proteina Cas lahko ustvarimo katalitsko neaktivno obliko, ki ne cepi tarčne DNA (dCas9). S 
fuzijo z aktivacijskimi ali represorskimi domenami pa lahko nato ustvarimo umetne 
transkripcijske dejavnike z visoko specifičnostjo, ki so enostavnejši za načrtovanje kot proteini 
cinkovih prstov ali efektorji TAL, saj je za ciljanje različnih tarč potrebno prilagoditi le vodilno 
RNA, ki kompleks pripelje na želeno mesto 
82,83
. V času nastajanja tega doktorskega dela so 
razvili umetni transkripcijski dejavnik, načrtovan na osnovi mišjega proteina NFAT v fuziji z 
dCas9 in aktivacijsko domeno VP64, s katerim so dosegli povišano izražanje endogenih genov v 




1.3.5 Aktivacijske domene 
  
Začetek prepisovanja genov je natančno nadzorovan proces. Ključno vlogo pri tem imajo 
aktivacijske domene, ki preko interakcij z ostalimi celičnimi komponentami, ki sodelujejo pri 
transkripciji, spodbujajo nastanek iniciacijskega kompleksa in tako aktivirajo začetek 
transkripcije 
85
. Aktivacijske domene so lahko del transkripcijskih aktivatorjev ali pa pride preko 
interakcij med različnimi proteini do združitve DNA vezavne domene iz enega proteina (ta 
usmerja aktivator na določeno mesto v DNA) ter aktivacijske domene v drugem proteinu. 
V primerjavi z razvojem umetnih DNA-vezavnih domen pa sistematičen razvoj umetnih 
aktivacijskih domen s predvidljivim delovanjem predstavlja večji izziv, saj je na voljo le 
omejeno število strukturnih študij aktivacijskih domen v kompleksu z njihovimi tarčami. Glavno 
omejitev predstavlja dejstvo, da večino aktivacijskih domen uvrščamo med intrinzično 
nestrukturirane domene, ki prehajajo v urejeno stanje šele ob vezavi na svojo tarčo, kar povečuje 
zahtevnost tvorbe ustreznih kristalov za strukturne študije 
86
. Zato so se raziskovalci lotili 
priprave kombinacij naravnih aktivacijskih domen in poljubne DNA-vezavne domene ter na tak 
način odkrili močne transkripcijske aktivatorje, ki so uporabni pri načrtovanju umetnih 
transkripcijskih dejavnikov. Pogosto uporabljena aktivacijska domena VP16 izvira iz proteina 




Podobno kot v naravi, kjer je za začetek prepisovanja pomembno usklajeno delovanje in lokalno 
povišana koncentracija aktivacijskih domen, ima tudi v primeru umetnih transkripcijskih 
dejavnikov povezovanje več aktivacijskih domen sinergistični učinek 
89
. Na tak način so ustvarili 
domeno VPR, ki je kombinacija domen VP64, p65 in Rta, ločenih le s kratkimi aminokislinskimi 
povezovalci 
90
. Na osnovi principa oligomerizacije več aktivacijskih domen so bili kasneje 
razviti tudi sistemi, ki temeljijo na proteinskem ogrodju, kamor se veže več molekul 
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1.4 Nadzor nad delovanjem celic na daljavo 
 
Razvoj metod za nadzorovanje aktivnosti celic je pomemben del sintezne biologije, ki poleg 
uporabnega raziskovalnega orodja za preučevanje fizioloških procesov predstavlja tudi 
potencialno terapevtsko uporabnost. T. i. genska stikala predstavljajo celična orodja, ki prenašajo 
iz zunanjega okolja posredovan signal v celico in tam sprožijo programiran in predvidljiv celični 
odziv, ki je časovno in prostorsko upravljan. Prenašalci zunanjega signala so najpogosteje 
majhne molekule ali proteinski ligandi, pomemben napredek pa predstavlja razvoj metod, ki 
omogočajo, da celice signale zaznavajo v odsotnosti fizične vezave liganda. Različnim 
raziskovalnim skupinam je uspelo pripraviti neinvazivna celična orodja na osnovi fizikalnih 
signalov, ki omogočajo specifično, hitro in reverzibilno stimulacijo določenih celic na daljavo 
tudi v kompleksnih okoljih živih organizmov.  
V eni od raziskav so na temperaturno občutljiv ionski kanalček TRPV1 pripeli nanodelce 
železovega oksida, ki se med izpostavitvijo nizkofrekvenčnemu radijskemu valovanju segrevajo. 
Lokalno zvišanje temperature vodi v odpiranje pore kanalčka in vdor Ca
2+
 v celico ter sproži od 
NFAT odvisno izražanje inzulina z reporterskega plazmida. Na podoben način so odpiranje 
TRPV1 sprožili preko vstavljanja feritina v celice in segrevanja železovega jedra z radijskim 
valovanjem, s čimer so dosegli specifično stimulacijo ali inhibicijo izbranih nevronov v 
poskusnih živalih 
93,94
. Genska stikala na osnovi spremembe temperature so pripravili tudi na 
osnovi promotorja HSP70B’ (ang. heat shock protein), ki so jih izrazili v celicah Jurkat. Ko so 
načrtovane celice skupaj s paličicami nano zlata vstavili v poskusne živali in jih lokalno 




Velik preboj na tem področju je v zadnjih desetih letih pomenil razvoj optogenetike, pri kateri 
vlogo zunanjega dražljaja opravlja svetloba določene valovne dolžine, najpogosteje v območju 
vidnega spektra. Prenašalci signala so svetlobno občutljivi proteini in proteinske domene, pri 
katerih obsevanje povzroči konformacijske spremembe, ki lahko vodijo v spremenjeno celično 
lokalizacijo ali omogočijo vezavo na proteinske tarče. Tako lahko dosežemo nadzorovano 
oligomerizacijo, sestavljanje cepljenih proteinov in alosterične učinke 
96
. Optogenetske metode 
omogočajo signal z visoko prostorsko in časovno ločljivostjo, vendar je zaradi sipanja svetlobe 
med prehajanjem v tkiva za aktivacijo celic v globljih tkivih potrebna kombinacija z invazivnimi 
kirurškimi metodami za vstavljanje optičnih vlaken v tkivo 
97,98
. Ta izziv delno rešuje zamenjava 
svetlobe iz vidnega spektra s tisto iz bližnjega infrardečega spektra, ki bolje prodira v tkiva 
99,100
. 
Z obsevanjem melanopsina na celični membrani z modro svetlobo so raziskovalci aktivirali od 
NFAT odvisno izražanje GLP-1 (ang. glucagon-like peptide 1) iz enkapsuliranih celic, 
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Ultrazvok je mehansko valovanje s frekvenco nad zgornjo mejo slišnega območja človeka (> 20 
kHz). Kot izvor ultrazvoka uporabljamo kristalne pretvornike, kjer izkoriščamo piezoelektrični 
učinek. Če kristalni pretvornik umestimo med dve elektrodi z izmenično napetostjo, pride ob 
izpostavitvi električnemu polju do mehanske deformacije v kristalni strukturi. To povzroči 
izmenično krčenje in širjenje kristala v odvisnosti od uporabljene napetosti ter posledično 
oddajanje ultrazvočnega mehanskega nihanja (Slika 6). Ultrazvok je vzdolžno valovanje, ki se 
lahko širi le preko stisljivega medija, pri čemer je hitrost širjenja večja v medijih z višjo gostoto, 
na hitrost pa vpliva tudi temperatura. Hitrost širjenja v vodnem mediju (1440 m/s) je večja v 
primerjavi s širjenjem po zraku (343 m/s pri 0 °C) 
102,103
.   
 
 
Slika 6: Prikaz nihanja piezoelektričnega kristala. Stabilna kristalna struktura piezoelektričnega kristala v 
odsotnosti električnega toka (levo). Izmenični električni tok povzroči nihanje piezoelektričnega kristala, ki je 
izvor ultrazvočnega valovanja (desno). Povzeto po 
104
.  
V neposredni bližini izvora ultrazvoka je zaradi destruktivne interference oddanih valov prisotno 
nihanje tlaka (Slika 7). Ta del ultrazvočnega polja imenujemo bližnje polje (ang. near field). Ob 
prodiranju skozi medij se energija ultrazvočnega valovanja izgublja zaradi sipanja in absorpcije, 
kar povzroči nižanje tlaka; ta del polja imenujemo oddaljeno polje (ang. far field). Območje 
najvišjega tlaka, ki ga imenujemo fokusno območje pretvornika, je doseženo na stiku med 
bližnjim in oddaljenim poljem. Področje fokusa je specifična lastnost pretvornika, odvisna od 
njegovega premera, valovne dolžine in frekvence valovanja. 
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Slika 7: Prikaz nihanja tlaka v ultrazvočnem polju iz ravninskega pretvornika. Vrednosti tlaka, ki ga 
ustvarja ultrazvočno valovanje, se spreminjajo v odvisnosti od oddaljenosti od izvora valovanja. V območju 
bližnjega polja je prisotno močno nihanje tlaka. Povzeto po 
105
. 
V bioloških tkivih ultrazvok potuje s hitrostjo 1,540 m/s, zaradi razlik v lokalni gostoti in 
stisljivosti tkiva pa med tem pride do odboja in razprševanja signala. Tkiva imajo med seboj 
različne oslabitvene koeficiente, ki določajo izgubo energije pri prehajanju skozi določeno tkivo. 
Ta nelinearno narašča z višanjem frekvence valovanja, iz česar sledi, da je posledica višjih 
frekvenc slabše prodiranje ultrazvoka skozi tkiva 
106
. Med prehajanjem skozi medij pride do 
interakcij med ultrazvočnim valovanjem in komponentami medija. Del energije se absorbira v 
tkivo, kar je posledica premikanja molekul medija v fokusnem območju ultrazvoka. Pojav 
zaznamo v obliki toplote in poleg razprševanja zaradi odbojev prispeva k postopnemu 
zmanjševanju amplitude valovanja. Pomembna posledica interakcije je tudi pojav akustične 
kavitacije, do česar pride ob stiku valovanja z mehurčki v mediju. V odvisnosti od premera 
mehurčkov in frekvence valovanja lahko pride do t. i. stabilne kavitacije, ko mehurčki periodično 
oscilirajo. Do t. i. inercijske kavitacije pa pride ob višjih vrednostih ustvarjenega tlaka, ko 
začetni hitri rasti sledi kolaps mehurčkov ter sproščanje sil v okolico 
107
. 
Ultrazvok ima pomembno vlogo v diagnostiki, kjer se običajno uporabljajo frekvence med 1 in 
20 MHz. Poleg izvora ultrazvoka za diagnostično slikanje potrebujemo tudi ultrazvočni 
sprejemnik, ki zazna odboje in spremembe smeri potovanja valovanja, do katerih pride med 
prehajanjem ultrazvočnega valovanja skozi tkivo. To nam omogoča, da odbite signale časovno 
analiziramo in dobimo 2-D ali 3-D sliko obrisa tkiva 
107
. Pri uporabi ultrazvoka v bioloških 
vzorcih je zaradi velike homogenosti in posledično večjega sipanja, bolj primerna uporaba 
nizkofrekvenčnega ultrazvoka, pri čemer je pomembno hitro zajemanje in visoka frekvenca 
ponovitve pulzov 
108
. Višje frekvence valovanja sicer izboljšajo resolucijo, a je prodiranje skozi 
tkivo slabše, zato je parametre ultrazvočne diagnostike potrebno prilagoditi glede na določeno 
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tkivo. Dodajanje ultrazvočnih kontrastnih agentov, kot so npr. lipidni mikromehurčki, izboljša 
kontrast zajete slike 
109
. 
Ultrazvok se uporablja tudi v terapevtske namene. Dokazan je vpliv nizkointenzivnega 
ultrazvoka na procese obnavljanja tkiv. V fibroblastih so po stimulaciji z ultrazvokom s 
frekvenco 3 MHz zaznali povišano sintezo kolagena 
110
. S fokusiranim visokofrekvenčnim 
ultrazvokom pa lahko dosežemo tudi lokalno segrevanje tkiva. Pri zdravljenju rakavih obolenj se 
uporablja pregrevanje tkiva v kombinaciji s kemoterapijo ali radioterapijo, pri čemer se za čas od 
30 do 60 min tkivo segreje na 43-50 °C, kar ustavi delitev celic 
111
. V klinični uporabi je tudi 
ultrazvočna ablacija, pri kateri se fokusiran visokofrekvenčni ultrazvok usmeri v poljubno mesto 
v telesu in za nekaj sekund segreje mesto fokusa nad 60 °C, kar povzroči koagulacijsko nekrozo 
tarčnega tkiva. Selektivno delovanje brez škode na okoliških tkivih je mogoče doseči v mestu 
fokusa s premerom 1-5 mm in dolžino 10-50 mm 
112
. S pomočjo ultrazvoka in lipidnih 
mikromehurčkov, ki oscilirajo in prenašajo mehanske sile ob stiku z ultrazvočnim valovanjem, 
lahko povzročimo odprtje krvno-možganske pregrade ali mehčanje vezivnega tkiva, kar olajša 
dostavo zdravilnih učinkovin 
113
. S pripenjanjem specifičnih ligandov na mikromehurčke lahko 
dosežemo tudi prepoznavanje tarčnih celic in ciljano dostavo majhnih molekul ali proteinov 
114,115
. 
V raziskovalnem svetu je uporaba fokusiranega ultrazvoka precej razširjena na področju 
nevroznanosti, kjer omogoča selektivno stimulacijo ali inhibicijo nevronskih zank v študijah, ki 
določajo vlogo posameznih regij možganov 
116,117
. Nizkofrekvenčni ultrazvok so uporabili za 
stimulacijo možganskih aktivnosti preko aktivacije napetostno odvisnih ionskih kanalov na 
površini nevronov v mišjih možganih ex vivo 
118
. Dosedanje študije so dokazale visoko 
prostorsko ločljivost ultrazvočne stimulacije. V eni izmed njih je raziskovalcem uspelo 
stimulirati tudi globlje ležeč VI. možganski živec, s čimer so sprožili premik zrkla na poskusnih 
podganah 
119
. V drugi študiji so poskusnim živalim z induciranim epileptičnim napadom z 





Z izrazom sonogenetika opisujemo sklopitev ultrazvoka kot mehanskega valovanja s sintetično 
načrtovanimi celicami, ki zaznavajo mehanske dražljaje. Z ustreznim načrtovanjem celičnih 
signalnih poti, ki se aktivirajo v odzivu na zaznane dražljaje, lahko neinvazivno nadzorujemo 
celični odziv in pripravimo uporabna orodja za raziskovalne in terapevtske namene.  
Prve umetno načrtovane na ultrazvok odzivne celice so raziskovalci uspeli pripraviti z 
izražanjem bakterijskega mehansko občutljivega ionskega kanalčka MscL v sesalskih celicah. 
Na integrine na površini celic so pripeli lipidne mikromehurčke in celice stimulirali z 
ultrazvokom. Sprememba tlaka, ki je posledica ultrazvočnega valovanja, je povzročila izmenično 
širjenje in krčenje mehurčkov, s čimer jim je uspelo povečati mehanske sile na membrano, kar je 
sprožilo odpiranje pore MscL 
121
. 
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Izraz sonogenetika pa je bil prvič uporabljen leta 2015, ko je bila objavljena prva študija o 
uporabi ultrazvoka za nadzor delovanja celic na daljavo. V omenjeni raziskavi so v nevronih C. 
elegans izrazili mehansko občutljiv ionski kanalček TRP-4 in žival stimulirali z ultrazvokom v 
prisotnosti lipidnih mikromehurčkov. Tako so aktivirali mehansko občutljive kanalčke TRP-4, 




V času nastajanja tega doktorskega dela je bila objavljena raziskava, v kateri so ultrazvočno 
stimulacijo uporabili za aktivacijo primarnih celic T, v katerih so izrazili mehansko občutljiv 
ionski kanalček Piezo1. Vdor Ca
2+
 po aktivaciji je sprožil prepisovanje od NFAT odvisnih 
vnesenih genov za receptorje CAR (ang. chimeric antigen receptor), ki prepoznavajo tumorske 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Signalne poti na osnovi kalcija predstavljajo privlačen pristop za načrtovanje celičnih orodij za 
uravnavanje izražanja genov, saj lahko vdor Ca
2+
 sprožijo različni dražljaji preko aktivacije 
različnih ionskih kanalčkov. Večina do sedaj opisanih od Ca
2+
 odvisnih načrtovanih genskih 
vezij uporablja endogeni NFAT, vendar je za optimalno delovanje sintetičnih vezij ključnega 
pomena, da delujejo neodvisno od endogenih procesov gostiteljske celice in ne posredujejo 
neželene regulacije endogenih genov. Namen dela je razviti sintetične transkripcijske dejavnike 
za uravnavanje izražanja genov, načrtovane na osnovi NFAT ter sintetičnih DNA-vezavnih 
domen, ki omogočajo ciljanje poljubnih tarčnih genov in hkrati ne vplivajo na izražanje 
endogenih, od NFAT odvisnih genov v gostiteljski celici. Pomembna lastnost načrtovanih 
celičnih orodij je njihov odziv na fizikalno-kemijske signale, kar omogoča zunanji nadzor 
celičnih procesov. Zaradi neinvazivnosti in sposobnosti prodiranja globoko v tkiva, ultrazvok 
predstavlja inovativen način stimulacije celic s potencialom za terapevtsko uporabo.  
 
Glede na hipoteze prijavljene teme doktorske disertacije predpostavljamo, da: 
 
1) lahko s fuzijo regulatorne domene NFAT z načrtovanimi DNA vezavnimi domenami 





2) bomo z aktivacijo mehansko občutljivih ionskih kanalov dosegli povišanje citosolne 
koncentracije Ca
2+
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Za pripravo in pomnoževanje plazmidov smo uporabili seva bakterije Escherichia coli (E. coli) 
DH5α in TOP10 (zbirka sevov Odseka za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem 
inštitutu). 
3.1.2 Plazmidi 
3.1.2.1 Plazmidni vektorji 
 
 pcDNA3.1 
pcDNA3 (Invitrogen) je komercialni plazmidni vektor za prehodno ali stabilno izražanje genov v 
sesalskih celicah. Vsebuje mesto začetka replikacije za pomnoževanje v E. coli, gen za 
ampicilinsko rezistenco in gen za neomicinsko rezistenco pod nadzorom sesalskega promotorja 
SV40 ter promotor CMV, ki omogoča konstitutivno izražanje genov.  
 pGL4.16 
pGL4.16 (Promega) je komercialni plazmidni vektor za izražanje genov v sesalskih celicah. 
Vsebuje mesto začetka replikacije za pomnoževanje v E. coli, gen za ampicilinsko rezistenco in 
gen za higromicinsko rezistenco pod nadzorom sesalskega promotorja SV40. Plazmid vsebuje 
poročevalski gen za kresničkino luciferazo s signaloma CL1 in PEST na C-končnem delu za 
hitro razgradnjo. Mesto za vstavljanje genov se nahaja navzgor od gena za kresničkino 
luciferazo, kar omogoča vstavljanje različnih promotorskih zaporedij. 
3.1.2.2 Geni 
 
Za pripravo plazmidnih konstruktov smo uporabili gene, ki smo jih z verižno reakcijo s 
polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction; PCR) pomnožili iz različnih virov (Preglednica 
1). Gene za lokalizacijski signal NES in kationske sidrne peptide (KRɸ, R-pre in K-myr) smo 
vključili v začetne oligonukleotide za sestavljanje po Gibsonu in jih v plazmidne konstrukte 
vnesli z verižno reakcijo s polimerazo. Geni za DNA-vezavne domene TAL efektorjev so bili 
predhodno pripravljeni v naši raziskovalni skupini s pomočjo kompleta reagentov FastTALE
TM
 
TALEN Assembly Kit. 
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Preglednica 1: Geni, uporabljeni za pripravo plazmidnih konstruktov. 




mišji NFAT Addgene plazmid št. 11791 
TRPV1 Source BioScience (IMAGE ID 100001896) 
TRPV4 Source BioScience (IMAGE ID 40125977) 
MscS pomnožen iz genomske DNA E.coli 
MscL pomnožen iz genomske DNA E.coli 
BFP plazmid pTagBFP-N (Evrogen) 
TALE A Addgene plazmid št. 32280 
VP16 plazmid pSGVP (prof. Mark Ptashne, Memorial Sloan 
Kettering Cancer Center, New York 
VP64 Genewiz 
humani interlevkin 10 Addgene plazmid št. 85430 
kresničkina luciferaza plazmid pGL4.16 (Promega) 
luciferaza iz organizma Renilla 
reniformis (rLuc) 
plazmid phRL-TK (Promega) 
 
3.1.3 Celične linije 
 
Za izvedbo eksperimentov smo uporabljali celične linije: 
 HEK293: humane zarodne ledvične celice (ATCC) 
 HEK293T: humane zarodne ledvične celice z vstavljenim antigenom T virusa SV40 
(ATCC) 
 Neuro 2A: mišja nevroblastomska linija (ATCC) 
 K-562: celice levkemične linije (darilo Sébastiena Wälchlija, Oslo University Hospital)  
3.1.4 Reagenti za delo s celičnimi linijami 
 
Uporabljali smo reagente: 
 gojišče DMEM (21885, Gibco) 
 gojišče DMEM brez fosfatov (11971025, Gibco) 
 gojišče RPMI (21875059, Gibco) 
 fetalni goveji serum (FBS, 10500-064, Gibco) 
 transfekcijski reagent PEI  Mw 25000 (23966, Polysciences), 
založna raztopina PEI: 0,324 mg/mL, pH 7,5 
 transfekcijski reagent Lipofectamine-LTX (Thermo Scientific) 
 tripsin-EDTA (T3924, Sigma) 
 1x PBS za celične kulture (170 mM NaCl, 3,4 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM 
KH2PO4, pH uravnan na 7,4) 
 barvilo tripan modro (Invitrogen) 
 5x Passive Lysis Buffer (Promega) 
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 pufer fLuc za merjenje aktivnosti kresničkine luciferaze (16,60 mM HEPES, 3,33 mM 
MgCl2, 0,08 mM EGTA Na, 1,67 mM NaF; pH=7,8) 
3.1.5 Protitelesa 
 
Za imunodetekcijo smo uporabljali protitelesa: 
 primarna zajčja poliklonska protitelesa proti označevalcu c-Myc (C3956, Sigma Aldrich) 
 primarna zajčja poliklonska protitelesa proti označevalcu HA (H6908, Sigma Aldrich) 
 sekundarna kozja protitelesa proti zajčjim protitelesom IgG, konjugirana s hrenovo 
peroksidazo (65-6120, Invitrogen) 
 sekundarna kozja protitelesa proti zajčjim protitelesom IgG, konjugirana z Alexa Fluor 
647 (A-21246, Invitrogen) 
 
3.1.6 Reagenti za molekularno kloniranje 
 
Za pomnoževanje fragmentov DNA z verižno reakcijo s polimerazo smo uporabljali polimeraze: 
 Kapa HiFi (Roche) 
 Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) 
Za restrikcijske analize smo uporabljali restrikcijske encime: 
 EcoRI (Thermo Scientific) 
 XbaI (Thermo Scientific, New England Biolabs) 
 DpnI (Thermo Scientific, New England Biolabs) 
 
Ostali uporabljeni reagenti: 
 etidijev bromid  (E7637, Sigma) 
 10x TAE pufer (15558-026, Invitrogen) 
 komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA (GeneJet Plasmid Miniprep Kit, K0503, 
Thermo Scientific) 
 komplet reagentov za izolacijo bakterijske genomske DNA (DNeasy Plant Mini Kit, 
Qiagen) 
 komplet reagentov za izolacijo DNA iz agaroznega gela (Gel Extraction Kit, peqGOLD) 
 komplet reagentov za test ELISA za določanje hIL-10 (IL-10 Human Uncoated ELISA 
Kit, 88-7106-77, Thermo Fisher Scientific) 
Sestava raztopin in pufrov, ki niso sestavni del komercialnih kompletov reagentov in smo jih 
uporabili pri molekularnem kloniranju, je navedena v Preglednici 2. 
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Preglednica 2: Sestava raztopin in pufrov, uporabljenih pri molekularnem kloniranju. 
raztopina/ pufer sestavine 
reakcijska mešanica za sestavljanje po Gibsonu 320 μl 5x reakcijskega pufra za sestavljanje po 
Gibsonu, 0,64 μl eksonukleaze T5 (1 U/μl), 20 μl 
polimeraze DNA Phusion (2 U/μl), 160 μl ligaze 
DNA Taq (40 U/μl), 700 μl MQ 
5x reakcijski pufer za sestavljanje po Gibsonu 
 
25 % PEG-8000, 0,5 mM Tris-HCl (pH 7,5), 50 
mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM dGTP, 1 mM 
dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dCTP in 5 mM NAD 
1x PBS za celične culture 170 mM NaCl, 3,4 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 
mM KH2PO4, pH uravnan na 7,4 
NaCl za transfekcijo s PEI 
 
150 mM NaCl 
 
6x nanašalni pufer za agarozno gelsko elektroforezo 0,25 % (v/v) bromofenol modro, 0,25 % (v/v) 
ksilencianol, 40 % (w/v) glukoza v dH20 
 
 
3.1.7 Reagenti za SDS-PAGE in prenos po westernu 
 
Preglednica 3: Raztopine in pufri, uporabljeni pri SDS-PAGE in prenosu po westernu. 
Raztopina/ pufer Sestavine 
inhibitorji proteaz cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail 
Tablets (4693124001, Roche) 
4x reducirajoči pufer z SDS 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) glicerol, 5 % (v/v) β-
merkaptoetanol, 0,002 % (v/v) bromfenol modro, 
62,5 mM Tris, pH umerjen na 6,8  
10 % (v/v) separacijski gel 2,4 ml MQ, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 100 μl 10 
% (m/v) SDS, 5 ml 30 % (m/v) 
akrilamid/bisakrilamid, 50 μl 10 % (m/v) APS, 5 μl 
TEMED (navedeno za dva gela) 
4 % (v/v) nanašalni gel 3,05 ml MQ, 1,25 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 50 μl 10 
% (m/v) SDS, 0,665 ml 30 % (m/v) 
akrilamid/bisakrilamid, 25 μl 10 % (m/v) APS, 5 μl 
TEMED (navedeno za dva gela) 
10x elektroforezni pufer s SDS 30 g Tris, 10 g SDS, 144 g glicina dopolnimo do 1 l 
z dH2O. Pred elektroforezo pufer 10-krat redčimo z 
dH2O 
pufer za mokri prenos proteinov na membrano 6,057 g Tris, 400 ml metanola, 28,8 g glicina 
dopolnemo z dH2O do 2 l 
10x PBS 100 g NaCl, 2,5 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,5 g 
KH2PO4, MQ do 1 l, pH uravnan na 7,4 
raztopina za blokiranje membran po prenosu western 1x PBS, 0,2 % (w/v) I-BLOCK™ 
raztopina za spiranje membran po prenosu western 1x PBS, 0,1 % Tween 20 
 
3.1.8 Reagenti za spremljanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ 
 
 Fluo-4, AM (50018, Biotium) 
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 Fura Red, AM (Fura 2-TH, AM, 7198, Setareh Biotech) 
 Cal Red™ R525/650, AM (20591, AAT Bioquest) 
 Pluronic® F-127 (P2443, Sigma Aldrich) 
3.1.9 Ostali reagenti in material 
 
 kalcijev ionofor A23187, hemikalcijeva sol (C9275, Sigma Aldrich) 
 ciklosporin A (1522, BioVision) 
 kapsaicin (M2028, Sigma Aldrich) 
 gadolinijev (III) klorid heksahidrat (G-7532, Sigma Aldrich) 
 pufer za spiranje pri testu ELISA (1x PBS, 0,05 % Tween 20) 
 ROTI® Histofix 4 % (Roth)  
 Triton™ X-100 (X-100, Sigma Aldrich) 
 BSA MACS (130-091-376, Miltenyi Biotec) 
 DAPI (D21490, Invitrogen) 
 izofluran (Isoflurin® 1000 mg/g, Vetpharma animal health) 
 ksilazin (Chanazine®, Chanelle ) 




3.2.1 Metode molekularnega kloniranja 
 
Vse genske konstrukte smo pripravili z uporabo metode sestavljanja po Gibsonu, ki temelji na 
združevanju fragmentov s homolognimi konci 
124
. Homologni konci se tekom reakcije PCR 
preko načrtovanih začetnih oligonukleotidov dodajo na 3` in 5` konce fragmentov DNA. Med 
fragmenti DNA, ki jih želimo združiti, je potrebno približno 20-30 baznih parov homologije. Po 
reakciji PCR smo pomnožene fragmente DNA ločili z agarozno gelsko elektroforezo, kjer smo 
DNA obarvali z etidijevim bromidom. Fragmente DNA želene velikosti smo očistili iz 
agaroznega gela z uporabo kompleta reagentov za čiščenje produktov PCR (PCR Extraction Kit). 
Očiščene fragmente DNA (30-50 ng posameznega fragmenta DNA) smo dodali v 15 μl 
reakcijske mešanice za sestavljanje po Gibsonu. Po 1 uri inkubacije na 50 °C smo celoten 
volumen reakcijske mešanice transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α ali TOP10 z 
metodo toplotnega šoka. Iz posameznih klonov smo izolirali plazmidno DNA (GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit). Ustreznost plazmidne DNA smo preverili z metodo sekveniranja po Sangerju 
(GATC Biotech). Aminokislinska zaporedja vseh genskih konstruktov, ki smo jih uporabili v 
doktorskem delu, so navedena v Prilogi 2. Nukleotidna zaporedja promotorjev z ustreznimi 
vezavnimi mesti za uporabljene transkripcijske dejavnike so navedena v Prilogi 3. 
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3.2.2 Gojenje celičnih linij 
 
Celične linije HEK293, HEK293T in Neuro 2A smo gojili v gojišču DMEM z dodatkom 10 % 
FBS, celično linijo K-562 pa v mediju RPMI z dodatkom 10 % FBS. Vse celične linije smo 
vzdrževali v inkubatorju s kontrolirano atmosfero pri 37 °C in 5 % CO2. Ob primerni 
preraščenosti (70-90 %) smo celice sprali s pufrom PBS ter nekaj minut inkubirali s tripsinom. 
Odlepljene celice smo sprali z gojiščem, jih centrifugirali (1200 rpm, 5 min) ter resuspendirali v 
svežem gojišču z dodatkom FBS. Za določanje števila viabilnih celic smo uporabljali barvilo 
tripan modro ter celice prešteli z uporabo avtomatiziranega števca celic Countess (Thermo Fisher 
Scientific). V različnih eksperimentih smo celice nacepili v različne tipe gojitvenih posodic, ki so 
opisane v Preglednici 4. 
Preglednica 4: Število celic v različnih tipih gojitvenih posodic. 
tip gojitvene posodice proizvajalec število celic eksperiment 
96 luknjic Corning Costar  2,8x10
4
 dvojni luciferazni test, ELISA 
8 luknjic Ibidi  3x10
4
 konfokalna mikroskopija - 
lokalizacija 
6 luknjic Corning 2x10
5
 SDS-PAGE in prenos po 
westernu 
6 luknjic – stekleno dno Cellvis 1x10
6
 konfokalna mikroskopija – 
ultrazvočna stimulacija 





 dvojni luciferazni test – 
ultrazvočna stimulacija 
10 cm petrijevka TPP 5x10
6
 ultrazvočna stimulacija 
poskusnih živali 
 
3.2.3 Transfekcija in elektroporacija 
 
Celice HEK293T smo nacepili v gojitvene posodice ter jih ob preraščenosti 50-70 % transficirali 
z mešanico DNA in transfekcijskega reagenta PEI (6 µl raztopine PEI/ 500 ng DNA). Celice 
Neuro 2A smo transficirali z mešanico DNA in transfekcijskega reagenta Lipofectamine LTX 
(0,5 µl/ 100 ng DNA) po navodilih proizvajalca pri preraščenosti 80-90 %. Celice K562 smo 
elektroporirali z elektroporacijskim sistemom Gene Pulser (Bio Rad) v 0,4 cm kivetah pri 
pogojih 350 V, 500 µF (20 µg DNA/ 3×10
5 
celic). Po elektroporaciji smo celice resuspendirali v 
svežem gojišču. Kot kontrolo uspešnosti transfekcije oz. elektroporacije smo uporabili plazmid 
phRL-TK (luciferaza Renilla). Za izenačenje skupne količine vnesene DNA med različnimi 
eksperimenti smo uporabili prazen plazmid pcDNA3. Količine transficiranih plazmidov so 
navedene na slikah ali v opisih slik. 
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3.2.3 Stimulacija celic 
3.2.3.1 Stimulacija s kemikalijami in temperaturo 
 
24 h po transfekciji ali elektroporaciji smo celično gojišče nadomestili s svežim gojiščem, v 
katero smo dodali ustrezno koncentracijo kalcijevega ionofora, ciklosporina A ali kapsaicina. 
Pripravili smo založne raztopine kalcijevega ionofora A23187 (10 mM v DMSO), ciklosporina 
(25 mM v DMSO) in kapsaicina (100 mM v etanolu). V eksperimentih, kjer smo uporabljali 
kombinacijo ciklosporina A in ionofora, smo celice inkubirali z 1 µM ciklosporinom A 30 min 
pred dodatkom ionofora. V eksperimentih s temperaturno stimulacijo smo celice 2 h inkubirali 
na ustrezni temperaturi ter jih nato pred lizo 4 h inkubirali na 37 °C.  
3.2.3.2 Stimulacija z ultrazvokom 
 
 Parametri ultrazvočnega pulza 
90 W pulzni ultrazvočni generator Moduson, uporabljen v tem doktorskem delu, je bil razvit v 
Laboratoriju za bioelektromagnetiko na Fakulteti za elektrotehniko Univerze v Ljubljani pod 
vodstvom prof. dr. Dejana Križaja. Sestavlja ga večnamenska kartica Red Pitaya, ki omogoča 
hkratno generiranje in prikazovanje ustvarjenega ultrazvočnega signala. Uporabniški vmesnik za 
Red Pitayo omogoča nadzor nad naslednjimi parametri ultrazvočnega valovanja: izhodna 
frekvenca, amplituda izhodnega signala (intenziteta), število ponovitev pulzov (PRF, ang. pulse 
repetition frequency), delovni cikel (ang. duty cycle) in skupni čas stimulacije. Izhodna 
frekvenca je določena z izbiro ultrazvočnega pretvornika. Uporabljali smo nefokusni pretvornik 
V318-SU (Olympus), pri katerem je optimalna izhodna frekvenca znašala 310 kHz. Le-te med 
stimulacijami nismo spreminjali, prilagajali pa smo ostale parametre, ki so navedeni v opisu 
rezultatov posameznega eksperimenta ter shematsko označeni na Sliki 8. 
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Slika 8: Značilno zaporedje ultrazvočnega signala. Signal sestavlja izbrano število sinusnih valov z 
določeno frekvenco in izbranim številom ponovitev. Na sliki so prikazani parametri, s katerimi uravnavamo 
lastnosti ultrazvočnega valovanja. Število ponovitev pulzov (PRF) določa hitrost generiranja posameznih 
signalov. Delovni cikel izraža odstotek časa v vsakem pulzu, v katerem so prisotni ultrazvočni signali. Čas 
stimulacije zajema časovno obdobje od začetka prvega do konca zadnjega pulza. Intenziteto posameznega 
izhodnega signala označuje s hidrofonom izmerjen tlak na izhodu iz ultrazvočnega pretvornika. Povzeto po 
125
. 
 Konfokalni mikroskop:  
Celice HEK293 smo pred stimulacijo inkubirali z mešanico barvil za razmerometrično določanje 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+
, ki smo jo pripravili v gojišču DMEM. Uporabili smo 
kombinacijo barvil Fluo-4 in Fura Red ali barvilo Cal Red (10 µM iz 5 mM založnih raztopin v 
DMSO). Barvilom smo dodali Pluronic F-127 v volumskem razmerju 1:1. Po 30-60 min 
inkubaciji na 37 °C smo odstranili mešanico barvil in v petrijevko dodali 5 mL svežega gojišča 
DMEM. Eksperimentalna postavitev je prikazana na Sliki 9A. 
 Dvojni luciferazni test: 
24 h po transfekciji smo celično gojišče nadomestili s svežim gojiščem. Celice smo stimulirali 
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Slika 9: Eksperimentalna postavitev za ultrazvočno stimulacijo celic na konfokalnem mikroskopu in 
dvojni luciferazni test. A) Ultrazvočna stimulacija celic na konfokalnem mikroskopu. Gojitveno posodico 
smo postavili na mikroskopirno mizico. Po meri narejeni vstavki za ultrazvočni pretvornik omogočajo 
pritrditev v stabilen položaj za stimulacijo in stik pretvornika z gojiščem. B) Ultrazvočna stimulacija celic za 
dvojni luciferazni test. Gojitveno posodico smo postavili na po meri narejen nastavek, ki omogoča pritrditev 
pretvornika s spodnje strani petrijevke. Postavitev omogoča stimulacijo v zaprtih petrijevkah in ohranjanje 
sterilnega okolja. 
V kontrolnih eksperimentih, kjer smo uporabljali GdCl3 kot zaviralec mehansko občutljivih 
ionskih kanalčkov, smo namesto gojišča DMEM uporabljali DMEM brez fosfatov, da smo 
preprečili tvorjenje netopnih gadolinijevih soli. 
3.2.3 Dvojni luciferazni test 
 
V eksperimentih, ki smo jih izvajali v gojitvenih posodicah s 96 luknjicami, smo v izbranih 
časovnih točkah po začetku stimulacije celice lizirali v 25 µl liznega pufra (1x Passive Lysis 
Buffer). Aktivnost kresničkine in luciferaze Renilla smo določili z dvojnim luciferaznim testom s 
čitalcem mikrotitrskih plošč Orion II (Berthold Technologies). Relativne luciferazne enote smo 
izračunali kot razmerje med vrednostjo kresničkine luciferaze in konstitutivno izražene 
luciferaze Renilla v posameznem vzorcu. Grafi predstavljajo povprečje in standardne odklone 4 
meritev znotraj eksperimenta. Vsak eksperiment je bil ponovljen vsaj trikrat. 
V eksperimentih, kjer smo celice v petrijevkah stimulirali z ultrazvokom, smo po stimulaciji 
odstranili gojišče, celice sprali z 1x PBS in jih s pipeto prestavili v epice ter centrifugirali (1200 
rpm, 5 min). Celice smo lizirali v 100 µl liznega pufra in jih odpipetirali v gojitvene posodice s 





 A  B
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3.2.4 Barvanje s protitelesi in fluorescentna konfokalna mikroskopija 
 
 Barvanje proteinov s protitelesi proti peptidnim označevalcem 
V eksperimentih, kjer smo določali celično lokalizacijo izbranih proteinov, smo celice barvali s 
protitelesi proti ustreznemu peptidnemu označevalcu. Celice smo 24 h po transfekciji najprej 
sprali z 1x PBS. Fiksirali smo jih z uporabo 4 % formaldehida Histofix (15 min) z dodatkom 0,1 
% Triton X-100 za permeabilizacijo (15 min). Po blokiranju s 3 % BSA smo celice inkubirali s 
primarnimi protitelesi proti peptidnemu označevalcu Myc ali HA (redčitev 1:100, 60 min), jih 
trikrat sprali z 1 % BSA ter inkubirali v temi s sekundarnimi fluorescentno označenimi protitelesi 
(redčitev 1:2000, 45 min).  
 Spremljanje fluorescentno označenih proteinov 
Analizo celic, v katere smo vnesli z BFP označene konstrukte, smo izvajali 24 h po transfekciji v 
mikroskopirni komori s temperaturo 37 °C. Za ohranjanje fiziološkega pH smo v gojišče dodali 
10 mM HEPES (pH=7,4). V eksperimentih, kjer smo barvali celična jedra, smo uporabili 300 
nM DAPI (5 min).  
 Fluorescentna konfokalna mikroskopija 
Za spremljanje jedrne translokacije umetnih transkripcijskih dejavnikov smo celice pred 
slikanjem 4 h inkubirali v gojišču ali v gojišču z dodatkom 5 µM kalcijevega ionofora. Celice 
smo analizirali na konfokalnem mikroskopu Leica TCS SP5 z modulom Leica DMI 6000 CS pri 
40x ali 63x povečavi z uporabo imerzijskega olja (Leica Microsystems). Uporabili smo različne 
laserje: linije 405 nm, 488 nm in 633 nm. Uporabili smo naslednje valovne dolžine za vzbujanje 
in emisijo: BFP in DAPI: 405/450-500 nm, Fura Red: 488/630-670 nm, Fluo-4: 488/510-540, 
Cal Red: 488/510-540 nm in 620-660 nm, Alexa Fluor 647: 633/650-690 nm. Pridobljene slike 
smo obdelali z računalniškima programoma Leica LAS AF Lite in ImageJ. Za obdelavo 
rezultatov eksperimentov z ultrazvočno stimulacijo smo uporabili program CaPTURE, ki je bil 
razvit v okviru projekta Sonicell iGEM 2016. 
 
3.2.5 SDS PAGE, prenos western in imunodetekcija 
 
Dva dni po transfekciji smo celice lizirali v 500 µl liznega pufra. Celokupno koncentracijo 
proteinov v vzorcih smo določili s testom BCA (ang. Bicinchoninic acid assay), pri čemer smo 
za umeritveno krivuljo uporabili znane koncentracije proteina BSA (ang. Bovine serum 
albumin). Vzorcem smo dodali 4x reducirajoči pufer s SDS, jih inkubirali 10 min pri 95 °C in jih 
po denaturaciji nanesli na 10 % poliakrilamidni gel skupaj z velikostnim standardom (PageRuler 
Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je pri stalni napetosti 200 V 
potekala 45 min. Po končanem ločevanju smo proteine s prenosom western (stalni tok 350 mA, 
90 min) prenesli na nitrocelulozno membrano (GE Healthcare). Membrano smo inkubirali čez 
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noč na 4 °C v raztopini za blokiranje membran. V nadaljevanju smo membrano sprali z raztopino 
za spiranje (1 h, sobna temperatura) in jo inkubirali s primarnimi protitelesi (90 min, sobna 
temperatura). Po trikratnem spiranju smo membrano inkubirali s sekundarnimi protitelesi, 
označenimi s hrenovo peroksidazo (30 min, sobna temperatura). Membrano smo trikrat sprali z 
raztopino za spiranje in aktivnost hrenove peroksidaze zaznali s kompletom reagentov za 
zaznavanje bioluminiscence (SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate) na napravi 
G:Box Chemi s programsko opremo GeneSnap (Syngene). 
 
3.2.6 Test ELISA 
 
Po končani stimulaciji smo zbrali supernatante ter jih čez noč shranili na -20 °C. Prisotnost 
humanega interlevkina-10 smo v vzorcih določali s kompletom reagentov (IL-10 Human  
Uncoated ELISA kit, 88-7106-77, Thermo Fisher Scientific) po navodilih proizvajalca. Vzorce 
smo redčili v pufru ELISA/ELISPOT iz kompleta reagentov. Absorbanco pri 450 nm in 630 nm 
smo izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč Synergy Mx (BioTek) s programsko opremo Gen5. 
Absorbanca pri 630 nm predstavlja ozadje meritve in smo jo pri analizi odšteli od vrednosti 
absorbance pri 450 nm. 
 
3.2.6 Delo s poskusnimi živalmi 
 
Vse poskuse na živalih smo izvedli v skladu z evropsko direktivo 2010/63/EU in skladno s 
principi 3R. Za poskuse smo pridobili dovoljenje Uprave RS za varno hrano, veterinarstvo in 
varstvo rastlin (št. dovoljenja U34401-12/2018/7). Živali so gojene v pogojih reje SPF, 
zdravstveni monitoring se izvaja glede na priporočila FELASA. Živali so bile nastanjene v 
kletkah glede na priporočila pravilnika o pogojih za izvajanje poskusov na živalih (Uradni list 
RS, št. 37/13, 89/14). Uporabili smo odrasle miši BALB/c različnih spolov, stare 6-12 tednov in 
vzrejene na Kemijskem inštitutu. Poskusne živali smo razdelili v dve skupini – kontrolna skupina 
nestimuliranih živali in poskusna skupina živali, ki smo jih stimulirali z ultrazvokom. Živali smo 
v skupine razvrščali naključno, posamezno skupino v enem eksperimentu sta sestavljali dve 
poskusni živali. Najprej smo pripravili celice HEK293T, v katere smo vnesli umetni 
transkripcijski dejavnik mNFAT
4-462
:TALE:VP16 KRɸ in poročevalski plazmid 10TALE_Pmin-
fLuc. 24 h po transfekciji smo celice zbrali s tripsinizacijo, jih prešteli ter injicirali v bok 
poskusnih živali (2x10
6
 celic/žival). Shema eksperimenta je prikazana na Sliki 10. Posamezno 
žival iz poskusne skupine smo namestili na ogrevano mizico s temperaturo 37 °C (Paco Services 
LTD) ter jo v času stimulacije z ultrazvokom anestezirali z dihalno masko z mešanico zraka in 
izoflurana. Po končani stimulaciji smo žival vrnili v kletko ter jo po 4 h slikali z uporabo sistema 
IVIS® Lumina Series III (Perkin Elmer). Pred slikanjem smo mišim intraperitonealno vbrizgali 
D-luciferin (10 μl/g telesne mase). Za anestezijo med slikanjem smo uporabili mešanico 
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ksilazina (10 mg/kg telesne teže) in ketamina (100 mg/kg telesne teže), ki smo jo injicirali 
intraperitonealno. Dobljene slike smo ovrednotili z uporabo programske opreme Living Image
®
 













Slika 10: Shema eksperimenta z uporabo ultrazvočne stimulacije na poskusnih živalih. Celice HEK293T 
smo gojili v 10 cm petrijevkah ter jih transficirali z umetnim transkripcijskim dejavnikom in poročevalskim 
plazmidom s kresničkino luciferazo. En dan po transfekciji smo celice podkožno injicirali poskusnim živalim 














 transficirane celice HEK293T
 meritve luciferazne aktivnosti
stimulacija z 
 ultrazvokom
 podkožno injicirane celice
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Za pripravo učinkovitega sistema za uravnavanje izražanja tarčnih genov v celicah potrebujemo 
natančno nadzorovane transkripcijske dejavnike in zanesljiv način stimulacije celic. Pri 
načrtovanju sintetičnih celičnih vezij je zelo pomembno, da dosežemo natančen nadzor nad 
aktivnostjo pripravljenih transkripcijskih dejavnikov, za katere želimo, da specifično aktivirajo le 
tarčne gene in niso aktivni v odsotnosti stimulacijskega signala. V prvem delu poglavja so 
predstavljeni rezultati razvoja modularnih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih dejavnikov na 
osnovi transkripcijskega dejavnika NFAT in proteinov TALE. 
V drugem delu poglavja bom opisala uporabnost pripravljenih transkripcijskih dejavnikov na 
osnovi stimulacije z različnimi signali. V nadaljevanju je predstavljen razvoj metode za 
ultrazvočno stimulacijo, ki ponuja inovativno možnost za stimulacijo celic na daljavo. 
 
4.1 Določanje aktivnosti transkripcijskega dejavnika hNFAT 
 
Kot osnovo za modularne od Ca
2+
 odvisne transkripcijske dejavnike smo izbrali humani NFAT-
c1 (hNFAT). Najprej smo preverili njegovo transkripcijsko aktivnost v odvisnosti od Ca
2+
. 
Celice HEK293T smo stimulirali s kalcijevim ionoforom, ki povzroči vdor Ca
2+
 v celico, aktivira 
kalcinevrin in sproži defosforilacijo NFAT v citosolu. Konformacijska sprememba povzroči 
izpostavitev signalov za jedrno lokalizacijo (NLS) in translokacijo v jedro ter sproži prepisovanje 
genov z od NFAT odvisnih promotorjev (Slika 11).  
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
















Slika 11: Transkripcijski dejavnik NFAT-c1. A) Shematski prikaz zgradbe izoforme c1 humanega NFAT. 
Poleg regulatorne regije s fosforilacijskimi mesti ga sestavljajo še DNA-vezavna domena in dve 
transaktivacijski domeni. Proteinu smo na N-koncu dodali peptidni označevalec c-Myc. B) Shematski prikaz 
signalne poti kalmodulin-kalcinevrin-NFAT. Stimulacija s kalcijevim ionoforom povzroči vdor Ca
2+
 v celico, 
kar preko kalmodulina sproži aktivacijo fosfataze kalcinevrin. Defosforilacija v regulatorni regiji NFAT 
povzroči konformacijsko spremembo, pri kateri se namesto signalov za transport iz jedra (NES) izpostavijo 
signali za jedrno lokalizacijo (NLS). To povzroči translokacijo NFAT v jedro, kjer se veže na tarčna mesta 
promotorjev in sproži prepisovanje od NFAT odvisnih genov.  
Za testiranje aktivnosti nativnega hNFAT in njegovih variant smo izbrali primeren poročevalski 
plazmid. Sestavljata ga promotor s tremi mesti za vezavo hNFAT in zapis za poročevalski 
protein kresničkino luciferazo. Testirali smo tri različne poročevalske plazmide: 3NFAT_Pmin-fLuc, 
3NFAT_Pmin-fLuc-PEST in 3NFAT_PIL-2-fLuc, ki smo jih vnesli v celice HEK293T in stimulirali s 
kalcijevim ionoforom, ki je povzročil vdor Ca
2+
 iz medija v celice. Pričakovali smo, da bo z 
ionoforom posredovano povišanje znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 aktiviralo hNFAT, kar bomo 
zaznali preko aktivnosti kresničkine luciferaze. Pokazali smo, da so vsi trije poročevalski 
plazmidi primerni za testiranje aktivnosti hNFAT, saj pride ob stimulaciji celic s kalcijevim 
ionoforom do aktivacije endogenega hNFAT in prepisovanja gena za kresničkino luciferazo. Ta 
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Slika 12: Karakterizacija poročevalskih plazmidov z vezavnimi mesti za NFAT v odvisnosti od količine 
dodanega plazmida. Primerjava transkripcijske aktivnosti posameznih poročevalskih plazmidov v celicah 
HEK293T brez dodanega hNFAT po 6 h stimulacije s 5 µM kalcijevim ionoforom v odvisnosti od količine 
transficiranega plazmida.  
Peptidno zaporedje PEST je znano signalno zaporedje za hitro degradacijo znotrajceličnih 
proteinov 
126
. Rezultati eksperimentov so potrdili naše predvidevanje, da se je poročevalski 
protein kresničkina luciferaza hitreje razgrajeval v primeru prisotnosti degradacijskega signala 
pri plazmidu 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST. To je zaradi sprotne razgradnje produkta sicer znižalo 
absolutno vrednost zaznane kresničkine luciferaze, vendar smo opazili tudi manj neželene 
aktivacije v primeru nestimuliranih vzorcev. Glede na rezultate smo v vseh nadaljnjih 
eksperimentih uporabljali poročevalski plazmid 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST. Uporabljeni 
poročevalski plazmidi se med seboj razlikujejo tudi po časovnem okvirju, v katerem so vrednosti 
med nestimuliranimi in stimuliranimi celicami najvišje (Slika 13). Luciferazno aktivnost smo v 
vseh nadaljnjih eksperimentih določali po 6 urah stimulacije, saj smo opazili, da razlika med 
stimuliranimi in nestimuliranimi vzorci narašča med 4 in 8 urami. 
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Slika 13: Karakterizacija poročevalskih plazmidov z vezavnimi mesti za NFAT v odvisnosti od časa 
stimulacije. Časovni profili izražanja poročevalskega gena kresničkina luciferaza (50 ng) za posamezne 
poročevalske plazmide po 4, 8 in 24 h stimulacije s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
Moč odziva je pomemben dejavnik v načrtovanju učinkovitih celičnih vezij. V študiji so Pan in 
sod. z uporabo endogenega hNFAT dosegli relativno šibko aktivacijo umetno pripravljenih 
transkripcijskih dejavnikov 
123
. Odziv smo želeli povečati z vnosom eksogenega hNFAT in 
potrdili smo, da čezmerno izražen hNFAT poviša transkripcijsko aktivnost poročevalskega 
plazmida po stimulaciji s kalcijevim ionoforom v primerjavi z endogenim NFAT (Slika 14 A). 
Zanimalo nas je, ali je zaznan odziv pri stimuliranih celicah posledica aktivacije signalne poti 
kalmodulin-kalcinevrin-NFAT. S predhodno inkubacijo celic s ciklosporinom A (CsA), ki je 
zaviralec kalcinevrina, smo preprečili transkripcijsko aktivacijo hNFAT in pokazali, da je zaznan 
odziv posredovan prek omenjene signalne poti (Slika 14B). Poleg aktivacije poročevalskega 
plazmida v stimuliranih celicah smo opazili tudi povišan odziv v primeru nestimuliranih celic, ki 
je naraščal s količino dodanega hNFAT. Nepričakovano smo opazili, da v primeru nestimuliranih 
celic inkubacija s CsA ni zmanjšala transkripcijskega odziva (Slika 14C). Iz tega smo sklepali, 
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Slika 14: Vpliv čezmerne ekspresije hNFAT in dodatka ciklosporina A na transkripcijsko aktivnost 
hNFAT. A) V celice HEK293T smo vnesli naraščajoče količine hNFAT in izmerili relativno luciferazno 
aktivnost po 6 h stimulacije s kalcijevim ionoforom. B) Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah 
HEK293T po čezmerni ekspresiji hNFAT in 6 h inkubaciji s kalcijevim ionoforom v prisotnosti ali odsotnosti 
CsA. C) V celicah HEK293T smo izrazili hNFAT in 150 ng 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST ter izmerili aktivnost 
kresničkine luciferaze v nestimuliranih celicah v prisotnosti ali odsotnosti CsA.  
S spremljanjem lokalizacije hNFAT s konfokalnim mikroskopom smo potrdili, da je pri delu 
celične populacije hNFAT v manjši meri prisoten v jedru kljub odsotnosti stimulacije z 
ionoforom. Po 4 h stimulaciji s kalcijevim ionoforom smo opazili robusten premik NFAT v jedra 
celic (Slika 15).  
 
Slika 15: Spremljanje celične lokalizacije hNFAT v odvisnosti od stimulacije s kalcijevim ionoforom. 
Spremljanje lokalizacije hNFAT (100 ng) po 4 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom v prehodno 
transficiranih celicah HEK293T en dan po transfekciji. c-Myc-hNFAT je označen z barvilom AlexaFluor 647 
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Zanimal nas je tudi časovni okvir prehajanja hNFAT v jedro, zato smo hitrost prehajanja hNFAT 
iz citosola v jedro spremljali na konfokalnem mikroskopu s pomočjo fuzijskega konstrukta 
hNFAT-BFP. Po dodatku kalcijevega ionofora smo zaznali začetek prehajanja hNFAT-BFP v 
jedro v štirih minutah, medtem ko se je po približno dvajsetih minutah večina hNFAT-BFP 
nahajala v jedru (Slika 16). 
 
Slika 16: Spremljanje celične lokalizacije hNFAT-BFP v realnem času po stimulaciji s kalcijevim 
ionoforom. Opazovali smo celično lokalizacijo hNFAT-BFP (100 ng) v celicah HEK293. Prehod iz citosola v 
jedro smo spremljali v časovnih točkah po dodatku 5 µM kalcijevega ionofora. 
 
4.2 Načrtovanje variant hNFAT s spremenjenimi sposobnostmi celične lokalizacije  
 
4.2.1 Odstranitev naravnega signala za jedrno lokalizacijo 
 
Vezava hNFAT na regulatorne elemente v jedru in njegova transkripcijska aktivnost je pogojena 
s prehodom transkripcijskega dejavnika iz citosola v jedro. Želeli smo zmanjšati prehajanje 
hNFAT v jedro v odsotnosti stimulacije s Ca
2+
 in hkrati ohraniti močno aktivacijo transkripcije 
ob stimulaciji. Najpomembnejši element nadzora nad celično lokalizacijo NFAT predstavljajo 
signali za jedrno lokalizacijo (NLS) in za transport iz jedra (NES). Na C-končnem delu proteina 
se nahaja eden od dveh naravno prisotnih signalov NLS in predvidevali smo, da bi z njegovo 
odstranitvijo lahko zmanjšali sposobnost NFAT za prehajanje v jedro ter posledično dosegli 
znižanje neželene transkripcijske aktivnosti v odsotnosti stimulacije s Ca
2+
. V predhodnih 
študijah so Beals in sod. pokazali, da je NFAT-c1, ki so mu odstranili C-končno domeno, ohranil 




. Pripravili smo genski konstrukt hNFAT
2-
592
, ki smo mu odstranili C-končno domeno in potrdili, da je ohranil sposobnost translokacije v 
jedro po stimulaciji s kalcijevim ionoforom (Slika 17 A, B). Vendar smo kljub odstranitvi enega 
od signalov NLS, ki se nahaja v C-končni domeni, opazili delno jedrno lokalizacijo v primeru 
nestimuliranih celic. Eksperimenti s spremljanjem aktivnosti poročevalskega gena kresničkine 
luciferaze so potrdili, da odstranitev C-končne domene hNFATc-1 ne vpliva na zmanjšanje 
konstitutivne transkripcijske aktivnosti (Slika 17 C).  
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Slika 17: Karakterizacija variante hNFAT brez C-končnega nativnega signala NLS. A) Shematski prikaz 
zgradbe genskega konstrukta hNFAT
2-592 





po stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom v prehodno transficiranih celicah HEK293T 
en dan po transfekciji. c-Myc-hNFAT
2-592 
je označen z barvilom AlexaFluor 647 (rumena), jedra celic so 
označena z DAPI (modra). C) Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni 
ekspresiji naraščajočih količin hNFAT
2-592
 in 150 ng 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST ter 6 h stimulaciji s 5 µM 
kalcijevim ionoforom. 
 
4.2.2 Dodajanje signala za transport iz jedra 
 
Ko je znotrajcelična koncentracija Ca
2+
 nizka, pride do fosforilacije NFAT v jedru in 
izpostavitve signala NES, kar povzroči prehod NFAT iz jedra v citosol 
128
. Razmerje med 
citoplazemsko in jedrno lokalizacijo posameznega proteina v dinamičnem ravnotežju je odvisno 
od hitrosti njegovega transporta v in iz jedra, kar je določeno z močjo njegovih signalov NLS in 
NES. Dodajanje signalov NES je bilo predhodno v literaturi že opisano kot metoda za nadzor 
nad jedrno lokalizacijo proteinov. Niopek in sod. so pokazali, da pripenjanje signalov NES na 
svetlobno odvisne proteine, ki spremenijo konformacijo ob obsevanju z modro svetlobo, privede 
do izpostavitve signalov NES in nadzorovanega transporta iz jedra 
129
. Z namenom zmanjšanja 
jedrne lokalizacije hNFAT smo pripravili genski konstrukt, v katerem smo v neposredno bližino 
nativnega signala NES vstavili dodaten signal NES HIV-1 Rev (Slika 18 A). Pričakovali smo, da 
bomo ravnotežje premaknili v smer večjega transporta hNFATc-1 iz jedra, s čimer bi dosegli 
zmanjšanje konstitutivne aktivnosti. Iz Slike 18 B je razvidno, da je dodatek signala NES 
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učinkovito zmanjšal prehajanje konstrukta hNFAT
2-592_2NES
 v jedro nestimuliranih celic. Večja 
hitrost transporta iz jedra zaradi dodanega signala NES pa je verjetno tudi razlog, da je po 
stimulaciji s kalcijevim ionoforom velik del pripravljenega konstrukta ostal viden v citosolu. 
Kljub temu smo pokazali uspešno aktivacijo izražanja poročevalskega gena, pri čemer je 
pomembno predvsem močno znižanje konstitutivne aktivnosti, s čimer smo dosegli izboljšanje 
razmerja med nestimuliranimi in stimuliranimi celicami v primerjavi s konstruktoma hNFAT in 
hNFAT
2-592 
(Slika 18 C). 
 
Slika 18: Karakterizacija variante hNFAT z dodanim signalom NES. A) Shematski prikaz zgradbe 
genskega konstrukta hNFAT
2-592_2NES 





po stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom v prehodno transficiranih 
celicah HEK293T en dan po transfekciji. c-Myc-hNFAT
2-592_2NES 
je označen z barvilom AlexaFluor 647 
(rumena), jedra celic so označena z DAPI (modra). C) Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah 
HEK293T po čezmerni ekspresiji naraščajočih količin hNFAT
2-592_NES 
in 150 ng 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST ter 6 h 
stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
 
4.2.3 Sidranje hNFAT na plazemsko membrano s kationskimi peptidi 
 
Za izboljšan nadzor nad celično lokalizacijo hNFAT in neželeno transkripcijsko aktivacijo smo 
želeli uvesti dodatno nadzorno točko, ki bi v odsotnosti signala pomagala zadrževati hNFAT v 
citosolu in preprečevala njegovo prehajanje v jedro nestimuliranih celic. Plazemsko membrano 
sesalskih celic sestavljajo anionski peptidi, ki z negativnim nabojem ustvarjajo okolje, ki privlači 
kationske molekule, vključno z membranskimi proteini 
130
. Za peptide KRφ, R-pre in K-myr so 
pokazali, da se sidrajo v plazemsko membrano makrofagov in se iz nje sprostijo kot odgovor na 
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. Ti predstavljajo zanimive tarče za sidranje na 
membrano, zato smo jih uporabili v fuziji s hNFAT kot del strategije za zmanjšanje neželene 
aktivnosti hNFAT (Slika 19). 
 
Slika 19: Shematski prikaz pričakovanega vpliva membranskih sidrnih peptidov na lokalizacijo NFAT. 
Shema prikazuje NFAT v fuziji s kationskim sidrnim peptidom, ki ga pripenja na plazemsko membrano. Ob 
vdoru kalcija pride do sprostitve peptida z membrane in prenosa NFAT v jedro, kjer sproži prepisovanje 
izbranih genov. 
Sposobnost sidranja na membrano in odziv na povišano znotrajcelično koncentracijo Ca
2+
 smo 
najprej preverili s pomočjo genskih konstruktov, v katerih smo sidrne peptide KRφ, R-pre in K-
myr pripeli na moder fluorescentni protein (BFP), ki omogoča enostavno spremljanje lokalizacije 
s pomočjo fluorescentne konfokalne mikroskopije (Slika 20 A). V skladu s podatki iz literature 
smo pričakovali membransko lokalizacijo v primeru vseh treh sidrnih peptidov, vendar smo 
sidranje BFP na membrano zaznali le v primeru KRφ in R-pre, medtem ko so se konstrukti v 
fuziji s K-myr nahajali tako na membrani kot v citosolu, zato ga v nadaljnjih eksperimentih 
nismo več uporabljali (Slika 20 B).  
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Slika 20: Vpliv membranskih sidrnih peptidov na znotrajcelično lokalizacijo BFP. A) Shematski prikaz 
fuzije modrega fluorescentnega proteina in sidrnega peptida, ki genski konstrukt usmerja na membrano. B) 
Spremljanje lokalizacije konstruktov BFP:KRφ (levo), BFP:R-pre (v sredini) in K-myr:BFP (desno) v celicah 
HEK293T 24 h po transfekciji (100 ng posameznega konstrukta). Merilo velikosti predstavlja 10 µm. 
V nadaljevanju smo preverili učinkovitost izbranih sidrnih peptidov za sidranje večjih proteinov 
ter od kalcijevega ionofora odvisno sproščanje konstruktov z membrane. Pripravili smo fuzijske 
genske konstrukte z regulatorno domeno hNFAT (hNFAT
2-409
), modrim fluorescentnim 
proteinom in sidrnima peptidoma (Slika 21 A). Lokalizacijo smo spremljali s konfokalnim 
mikroskopom in potrdili, da se konstrukti v nestimuliranih celicah nahajajo na plazemski 
membrani. Čeprav smo po stimulaciji pričakovali učinkovito sproščanje z membrane in prenos v 
jedro, je v primeru hNFAT
2-409
:BFP:R-pre prišlo le do delne translokacije s plazemske 
membrane na endomembrane, opazili smo tudi proteinske agregate na jedrni membrani (Slika 
21B). Konstrukt hNFAT
2-409
:BFP:KRφ se je po stimulaciji sprostil z membrane in prehajal v 
jedro, zato smo za nadaljnje delo izbrali sidrni peptid KRφ (Slika 21 B). 
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Slika 21: Vpliv membranskih sidrnih peptidov v fuziji s hNFAT2-409 in BFP na znotrajcelično 
lokalizacijo. A) Shematski prikaz fuzije hNFAT
2-409
, modrega fluorescentnega proteina in sidrnega peptida, ki 
genski konstrukt usmerja na membrano. Po stimulaciji, ki povzroči vdor Ca
2+
 v celico, se konstrukt sprosti z 
membrane in preide v jedro. B) Shematski prikaz genskih konstruktov hNFAT
2-409
:BFP:R-pre (levo) in 
hNFAT
2-409
:BFP:KRφ (desno). Lokalizacija hNFAT
2-409
:BFP:R-pre (levo) in hNFAT
2-409
:BFP:KRφ (desno) po 
3 h inkubaciji brez ali s 5 µM kalcijevim ionoforom. Slike so zajete 24 h po transfekciji. Merilo velikosti 
predstavlja 10 µm. 
V nadaljevanju smo preverili, ali sidrni peptid KRφ vpliva na transkripcijsko aktivnost hNFAT, 
zato smo pripravili fuzijo sidrnega peptida KRφ in hNFAT
2-592
, ki ima poleg regulatorne 
ohranjeno tudi DNA-vezavno domeno (Slika 22 A). Potrdili smo, da dodatek kalcijevega 
ionofora vpliva na translokacijo hNFAT
2-592
:KRφ in aktivacijo izražanja poročevalskega gena 
(Slika 22). Opazili smo, da konstrukt delno ostane vezan na plazemsko membrano (Slika 22 B). 
Meritve transkripcijske aktivnosti konstrukta hNFAT
2-592:
KRφ s poročevalskim plazmidom so 
potrdile uspešno uporabo sidrnega peptida za znižanje neželene aktivnosti hNFAT v 
nestimuliranih celicah (Slika 22 C). Izmerili smo močno transkripcijsko aktivacijo in dosegli 
izboljšano razmerje med nestimuliranimi in stimuliranimi celicami v primerjavi s predhodno 
opisanimi strategijami.  
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Slika 22: Vpliv membranskega sidrnega peptida KRφ v fuziji s hNFAT2-592 na znotrajcelično 









(100 ng) po stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom v 




je označen z 
barvilom AlexaFluor 647 (rumena), jedra celic so označena z DAPI (modra). C) Izmerjena relativna 





ng 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST ter po 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
V prvem sklopu raziskovalnega dela smo pokazali, da z dodajanjem signala NES ali 
membranskega sidrnega peptida lahko vplivamo na znotrajcelično lokalizacijo hNFAT. To nam 
omogoča tudi boljši nadzor nad njegovo transkripcijsko aktivnostjo in zmanjšano neželeno 
prehajanje v jedro v odsotnosti stimulacije. Izražanje pripravljenih variant hNFAT s 
spremenjenimi sposobnostmi celične lokalizacije v celicah HEK293T smo potrdili z 
imunodetekcijo po prenosu western (Slika 23). 
 
Slika 23: Izražanje konstruktov z zapisom za variante hNFAT s spremenjeno celično lokalizacijo. Celice 
HEK293T smo transficirali z 2000 ng posameznega konstrukta in dva dni po transfekciji zbrali celične lizate. 
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S tem smo dosegli zastavljen cilj v prvem delu načrtovanja od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih 
dejavnikov in potrdili primernost konstrukta hNFAT
2-592-
KRφ kot osnovo za razvoj umetnih 
transkripcijskih dejavnikov, odvisnih od Ca
2+
. 
4.3 Priprava od kalcija odvisnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi NFAT in 
načrtovanih DNA vezavnih domen 
 
Za optimalno delovanje sintetičnih vezij je ključnega pomena, da delujejo neodvisno od 
endogenih procesov gostiteljske celice in specifično aktivirajo le tarčne gene. V nadaljevanju 
smo želeli sestaviti umetni transkripcijski dejavnik, v katerem bi ohranili regulatorno domeno 
hNFAT, ki posreduje odvisnost od Ca
2+
, naravno DNA-vezavno domeno hNFAT pa bi 
nadomestili z načrtovano DNA-vezavno domeno, ki omogoča vezavo na poljubne tarčne gene.  
Izbrali smo načrtovano DNA-vezavno domeno TALE A (v nadaljevanju TALE), ki izvira iz 
efektorjev TAL in je bila predhodno načrtovana v našem laboratoriju 
132
. DNA-vezavni domeni 
smo odstranili nativni signal NLS, s čimer smo želeli zagotoviti, da ne prehaja v jedro. Citosolno 





, v katerih smo DNA-vezavno domeno 
TALE brez nativnega NLS pripeli bodisi na C- ali N- končni del hNFAT
2-409 
(Slika 24 B).  
 
Slika 24: Lokalizacija načrtovane DNA-vezavne domene TALE in shematski prikaz fuzijskih 
konstruktov z regulatorno domeno hNFAT. A) Spremljanje lokalizacije načrtovane DNA-vezavne domene 
TALE
∆NLS
 (100 ng) po stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom v prehodno transficiranih celicah HEK293T 




, ki ju sestavlja 
regulatorna domena hNFAT ter načrtovana DNA-vezavna domena TALE A na C- ali N- končnem delu. 
Primerjali smo sposobnost prehajanja pripravljenih konstruktov v jedro po stimulaciji s 
kalcijevim ionoforom in potrdili, da po stimulaciji oba konstrukta prehajata v jedro (Slika 25 A). 
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smo opazili bolj izrazito pojavljanje agregatov v jedru, kar smo 
pripisali neoptimalnemu zvitju fuzijskega proteina, zato smo za nadaljnje delo izbrali konstrukt 
hNFAT
2-409
:TALE. Potrdili smo, da izbrani konstrukt, ki ni vseboval aktivacijske domene, ne 
sproži izražanja poročevalskega gena kresničkine luciferaze tako s poročevalskega plazmida 
3NFAT_Pmin-fLuc-PEST kot tudi s poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc-PEST, ki namesto 
vezavnih mest za NFAT vsebuje deset ponovitev vezavnih mest za TALE (Slika 25 B). 
 
Slika 25: Lokalizacija in transkripcijska aktivnost fuzijskih konstruktov z regulatorno domeno hNFAT
2-
409 





stimulaciji s kalcijevim ionoforom v prehodno transficiranih celicah HEK293T en dan po transfekciji (100 ng 
posameznega konstrukta). B) Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni 
ekspresiji naraščajočih količin TALE:hNFAT
2-409
 in 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST  ali 10TALE_Pmin-fLuc-PEST  6 h 
stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
Z namenom priprave umetnih transkripcijskih dejavnikov smo v naslednjem koraku izbranemu 
konstruktu hNFAT
2-409
:TALE dodali aktivacijsko domeno VP16 ali VP64, ki vsebuje štiri 
ponovitve VP16 (Slika 26 A). Eksperimenti s spremljanjem aktivnosti poročevalskega gena 
kresničkine luciferaze so potrdili, da konstrukta sprožita prepisovanje s poročevalskega plazmida 
z vezavnimi mesti za TALE (Slika 26 B), ne pa tudi s poročevalskega plazmida, ki vsebuje 
vezavna mesta za NFAT (Slika 26 C). V skladu s predhodnimi opažanji v sklopu načrtovanja 
variant hNFAT z izboljšano celično lokalizacijo smo tudi tu opazili neželeno aktivacijo 
prepisovanja poročevalskega gena v primeru nestimuliranih celic. Inkubacija celic s CsA je 
zavrla aktivnost kalcinevrina in preprečila transkripcijsko aktivacijo v primeru stimuliranih celic, 
ne pa tudi neželene aktivacije nestimuliranih celic. Rezultat potrjuje, da je zaznan odziv pri 
stimuliranih celicah posredovan preko signalne poti kalcinevrin-NFAT, ter da neželena 
aktivacija ni posledica nenadzorovanega prehajanja umetnega transkripcijskega dejavnika v 
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Slika 26: Načrtovani od Ca
2+
 odvisni transkripcijski dejavniki. A) Shema načrtovanih od Ca
2+
 odvisnih 
transkripcijskih dejavnikov, ki jih sestavljajo regulatorna domena hNFAT, načrtovana DNA-vezavna domena 
TALE in aktivacijska domena. Vdor Ca
2+ 
povzroči translokacijo v jedro, vezavo na vezavna mesta za TALE in 
izražanje tarčnih genov; načrtovani transkripcijski dejavniki se ne vežejo na vezavna mesta za NFAT in ne 
vplivajo na izražanje od NFAT odvisnih genov. B) Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah 





:TALE:VP64 ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. C) 
Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 
3NFAT_Pmin-fLuc (150 ng) in naraščajočih količin hNFAT
2-409
:TALE:VP16 ter 6 h stimulaciji s 5 µM 
kalcijevim ionoforom. Zadnji stolpec prikazuje pozitivno kontrolo z uporabo poročevalskega plazmida 
10TALE_Pmin-fLuc D) Izmerjena relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji 
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:TALE:VP16 in 10TALE_Pmin-fLuc (100 ng) po 6 h stimulaciji s 5 µM 
kalcijevim ionoforom v prisotnosti ali odsotnosti 1 µM CsA. 
 
V času nastajanja tega doktorskega dela so bili objavljeni rezultati študije, v kateri so na podoben 
način pripravili od Ca
2+ 
odvisne transkripcijske dejavnike na osnovi mNFAT in DNA-vezavnega 
proteina dCas9, pri čemer so poročali o nižjih vrednostih aktivacije nestimuliranih celic v 
primerjavi z našimi rezultati 
133
. V nadaljevanju smo preverili vpliv zamenjave regulatorne 
domene humanega NFAT s homologno regijo mišjega NFAT (v nadaljevanju mNFAT). 
Regulatorno domeno hNFAT v naših konstruktih smo nadomestili s homologno regijo mNFAT 





smo želeli potrditi tudi vpliv membranskega sidrnega peptida KRɸ, s katerim smo v predhodnih 
eksperimentih dosegli boljši nadzor nad celično lokalizacijo variant hNFAT in nižjo neželeno 










:TALE:VP64:KRɸ), ki so vsebovali sidrni peptid 
KRɸ. Pri konstruktih z regulatorno regijo mNFAT smo pričakovali znižanje neželene 
transkripcijske aktivnosti in posledično izboljšano razmerje med nestimuliranimi in 
stimuliranimi celicami v primerjavi s konstrukti z regulatorno regijo hNFAT. Z merjenjem 
luciferazne aktivnosti v celicah HEK293T smo pokazali, da se vse variante pripravljenih od Ca
2+ 
odvisnih transkripcijskih dejavnikov aktivirajo po stimulaciji s kalcijevim ionoforom (Slika 27). 
Potrdili smo predvidevanja, da z uporabo mNFAT lahko dosežemo znižanje transkripcijske 
aktivnosti v nestimuliranih vzorcih. S pripenjanjem sidrnega peptida KRɸ smo pokazali tudi 
primernost uporabe sidrnega peptida kot dodatne nadzorne točke pri zniževanju neželene 
aktivnosti pripravljenih transkripcijskih dejavnikov v odsotnosti stimulacije s Ca
2+
. 
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Slika 27: Primerjava transkripcijske aktivnosti konstruktov z regulatorno regijo hNFAT in mNFAT ter 
vpliv peptida KRɸ na transkripcijsko aktivacijo. Zgoraj) Transkripcijska aktivnost pripravljenih od Ca
2+
 
odvisnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi človeškega NFAT, izmerjena kot relativna luciferazna 
aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (100 ng) in 
naraščajočih količin konstruktov ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. Spodaj) Transkripcijska 
aktivnost pripravljenih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi mišjega NFAT, izmerjena kot 
relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 
10TALE_Pmin-fLuc in naraščajočih količin konstruktov ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
 
S konfokalno mikroskopijo smo spremljali celično lokalizacijo pripravljenih transkripcijskih 
dejavnikov in pokazali, da pride po stimulaciji s kalcijevim ionoforom do premika v jedro (Slika 
28 A). Le-ta je bil manj izrazit v primeru, ko smo uporabili sidrni peptid KRɸ. Izražanje v 
celicah HEK293T smo potrdili s prenosom po westernu (Slika 28 B). 
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Slika 28: Celična lokalizacija in izražanje pripravljenih  transkripcijskih dejavnikov v celicah 
HEK293T. A) Spremljanje lokalizacije hNFAT
2-409
:TALE:VP64 z ali brez dodanega peptida KRɸ (zgoraj) in 
mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ z ali brez dodanega peptida KRɸ (spodaj) po stimulaciji s 5 µM kalcijevim 
ionoforom v prehodno transficiranih celicah HEK293T en dan po transfekciji. Konstrukti so označeni z 
barvilom AlexaFluor 647 (rumena), jedra celic so označena z DAPI (modra). B) Izražanje konstruktov z 
zapisom za variante od Ca
2+ 
odvisnih transkripcijskih dejavnikov v celičnih lizatih HEK293T. Celice smo 
transficirali z 2000 ng posameznega konstrukta in lizirali dva dni po transfekciji. 
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Če želimo pripravljene transkripcijske dejavnike uporabiti tudi kot orodja za načrtovano 
aktivacijo endogenih genov, morajo imeti sposobnost aktivacije transkripcije ob vezavi na 
promotorsko zaporedje z enim tarčnim mestom. Primernost konstrukta 
mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ smo zato preverili z uporabo poročevalskega plazmida, ki je v 
nasprotju s predhodno uporabljenimi plazmidi z 10 vezavnimi mesti, vseboval le 1 vezavno 
mesto za TALE. Z merjenjem luciferazne aktivnosti smo potrdili, da načrtovan umetni 
transkripcijski dejavnik učinkovito aktivira izražanje poročevalskega gena tudi ob vezavi na 
promotor z 1 vezavnim mestom, zato sklepamo, da je potencialno primeren tudi za ciljanje 
endogenih tarčnih mest v genomu (Slika 29). 
 
Slika 29: Aktivacija transkripcije s poročevalskega plazmida z 1 vezavnim mestom za TALE. 
Transkripcijska aktivnost mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ, izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v 
celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 1TALE_Pmin-fLuc (100 ng) in naraščajočih 
količin konstrukta ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
4.3 Aktivacija načrtovanih transkripcijskih dejavnikov 
 
Za pripravo učinkovitega sistema za uravnavanje izražanja tarčnih genov je poleg natančno 
uravnavane aktivnosti umetnih transkripcijskih dejavnikov velikega pomena tudi njihova 
zmožnost odziva na različne signale iz okolja. Če želimo, da so umetni transkripcijski dejavniki 
primerni za uporabo v različnih celičnih vezjih, moramo zagotoviti, da jih je mogoče selektivno 
stimulirati ter da izkazujejo pričakovane odzive v različnih vrstah celičnih linij.  
V nadaljevanju smo pokazali, da je pripravljene umetne od Ca
2+
 odvisne transkripcijske 
dejavnike mogoče selektivno stimulirati, če signalno pot kalcinevrin-NFAT sklopimo z 
ustreznim kalcijevim ionskim kanalčkom. Specifično aktivacijo izbranih celic smo dosegli z 
izražanjem ionskega kanalčka TRPV1, ki ga uvrščamo med temperaturno občutljive ionske 
kanalčke. TRPV1 se na temperature, višje od 42 °C, odziva z odpiranjem pore in prepuščanjem 
Ca
2+ 
v notranjost celic. Celice HEK293T, v katere smo vnesli umetni transkripcijski dejavnik, 
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TRPV1 in poročevalski plazmid smo stimulirali s segrevanjem na 43 °C ali s kapsaicinom, ki je 
agonist TRPV1 (Slika 30 A). V obeh primerih smo pokazali uspešno aktivacijo pripravljenega 
genskega vezja, saj smo z meritvami luciferazne aktivnosti pokazali uspešnost transkripcijske 
aktivacije mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ (Slika 30 B). Uporabnost načrtovanih transkripcijskih 
dejavnikov smo z luciferaznimi testi potrdili v več vrstah sesalskih celic (človeške embrionalne 
ledvične celice HEK293T, nevroblastomska linija Neuro 2A, celice levkemične linije K-562) 
(Slika 30 C). 
 
Slika 30: Aktivacija pripravljenih transkripcijskih dejavnikov, odvisnih od Ca
2+.
 A) Shematski prikaz 
celičnega vezja. Kalcijev ionski kanalček TRPV1 se aktivira s segrevanjem nad 42 °C in agonistom 
kapsaicinom. B) Transkripcijska aktivnost pripravljenih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih dejavnikov, 
izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega 
plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (100 ng), naraščajočih količin TRPV1 in mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ (1 ng) po 
stimulaciji s segrevanjem na 43°C ali dodatkom 1 µM kapsaicina. C) Transkripcijska aktivnost 
mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ , izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v celicah K-562 po čezmerni 
ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc, mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ in naraščajočih 
količinah TRPV1 ter 6 h stimulaciji z 1 µM kapsaicinom ali (desno) v celicah Neuro-2A po čezmerni 
ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc in naraščajočih količinah 
mNFAT
4−462
:TALE:VP64:KRɸ ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. 
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Da bi pokazali potencialno terapevtsko uporabnost sistema, smo poročevalski protein 
kresničkino luciferazo nadomestili s človeškim protivnetnim interlevkinom-10. V celice 
HEK293T smo vnesli poročevalski plazmid 10TALE_Pmin-hIL-10 in različne variante načrtovanih 
transkripcijskih dejavnikov. Po stimulaciji celic s kalcijevim ionoforom smo v gojišču s testi 
ELISA zaznali interlevkin-10 (Slika 31). V skladu s predhodnimi rezultati smo najboljša 
razmerja med stimuliranimi in nestimuliranimi vzorci zaznali v primeru transkripcijskih 
dejavnikov na osnovi mNFAT z dodatkom membranskega sidrnega peptida KRɸ. 
 
 
Slika 31: Izražanje človeškega interlevkina-10 po stimulaciji načrtovanih transkripcijskih dejavnikov s 
kalcijevim ionoforom. A) Transkripcijska aktivnost pripravljenih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih 
dejavnikov na osnovi človeškega NFAT, izmerjena kot koncentracija poročevalskega proteina hIL-10 v celicah 
HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-hIL-10 in naraščajočih količin 
označenih konstruktov ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim ionoforom. B) Transkripcijska aktivnost 
pripravljenih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi mišjega NFAT, izmerjena kot 
koncentracija poročevalskega proteina hIL-10 v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega 
plazmida 10TALE_Pmin-hIL-10 in naraščajočih količin konstruktov ter 6 h stimulaciji s 5 µM kalcijevim 
ionoforom. 
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4.4 Razvoj metode za stimulacijo sesalskih celic z ultrazvokom 
 
Pri razvoju metode za ultrazvočno stimulacijo sesalskih celic smo sodelovali s sodelavci s 
Fakultete za elektrotehniko Univerze v Ljubljani, ki so sestavili ultrazvočni generator Moduson. 
Ker smo napravo v končnih eksperimentih poleg stimulacije celic želeli uporabljati tudi za 
stimulacijo poskusnih živali, smo se pri testiranju osredotočili na območje izhodnih frekvenc 
med 500 kHz in 1 MHz. Za to frekvenčno območje so z raziskavami na področju 
nevrostimulacije z ultrazvokom na primeru lobanjskih kosti in možganskega tkiva pokazali, da 
najbolje prehaja skozi tkiva 
134
. Kljub temu, da frekvence, nižje od 1 MHz, zaradi daljših 
valovnih dolžin omogočajo slabšo prostorsko ločljivost signala, predstavlja omenjeno območje 
optimalno razmerje med prehajanjem in absorpcijo v tkivih 
117
. Uporabljali smo imerzijski 
ultrazvočni pretvornik, ki omogoča prevajanje signala v vodnih medijih. Kadar smo stimulacijo 
celic izvajali posredno preko dna gojitvenih posodic, smo kot prevodnik uporabljali ultrazvočni 
gel z namenom manjših izgub pri prenosu valovanja na stikih med različnimi mediji. 
4.5.1 Karakterizacija ultrazvočnega generatorja  
 
S sodelavci s Fakultete za elektrotehniko smo določili izhodne vrednosti ultrazvočnega 
generatorja Moduson. Z osciloskopom smo spremljali vrednosti napetosti v primeru, da na izhod 
ni bila vezana obremenitev ter v primeru, da smo na izhod priključili ultrazvočni pretvornik 
Olympus V318-SU (Slika 32 A). V tem primeru so bile za proizvajanje pulznih sekvenc 
potrebne višje vrednosti napetosti. V nadaljevanju smo določili optimalno izhodno frekvenco za 
500 kHz ultrazvočni pretvornik Olympus V318-SU, ki smo ga priklopili na generator Moduson. 
Ultrazvočni pretvornik smo namestili na spodnjo stran gojitvene posodice in hidrofon postavili v 
gojišče z zgornje strani posodice, kar nam je omogočilo spremljanje realnih vrednosti tlaka, 
ustvarjenih pri stimulaciji celic skozi dno gojitvene posodice (Slika 32 B). S pomočjo hidrofona 
smo spremljali tlak v gojišču v odvisnosti od izbrane izhodne frekvence. Rezultati so pokazali, 
da smo z izbranim pretvornikom največjo moč oddanih ultrazvočnih valov dosegli v območju 
med 310 in 320 kHz, kjer so vrednosti tlaka znašale 6 barov (Slika 32 C). Pri uporabi višjih 
frekvenc je prišlo do oslabitve izhodnega signala, zato smo kot izhodno napetost v nadaljnjih 
eksperimentih uporabljali 310 kHz. Ob spremljanju vrednosti tlaka smo opazili odvisnost od 
razdalje med ultrazvočnim pretvornikom in hidrofonom (Slika 32 D). 
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Slika 32: Meritve izhodne napetosti in tlaka ob uporabi ultrazvočnega generatorja Moduson. A) Prikaz 
nihanja napetosti na izhodu iz generatorja ob tipičnem pulzu. Levo – brez vezane obremenitve, desno – z 
vezanim ultrazvočnim pretvornikom. B) Prikaz eksperimentalne postavitve za meritve tlaka s hidrofonom. C) 
S hidrofonom smo merili vrednosti tlaka pri izhodnih frekvencah od 200 do 500 kHz. Razdalja med 
pretvornikom in hidrofonom je znašala 1 mm. D) Prikaz nihanja tlaka v bližnjem ultrazvočnem polju v 
odvisnosti od razdalje med pretvornikom in hidrofonom. 
 
4.5.2  Spremljanje odziva sesalskih celic na stimulacijo z ultrazvokom v realnem času 
 
Za testiranje vpliva različnih parametrov ultrazvočne stimulacije na sesalske celice smo 
potrebovali metodo, ki bi nam omogočala stimulacijo in spremljanje odziva celic v živo. V ta 
namen smo uporabili razmerometrična fluorescentna kalcijeva barvila, ki so nam omogočala 
spremljanje sprememb v znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
 s pomočjo fluorescentnega 
konfokalnega mikroskopa. Gojitveno posodico s preiskovanimi celicami smo postavili na 
mikroskopirno mizico in ultrazvočni pretvornik namestili na vrh gojitvene posodice, kot je 
opisano v poglavju 3.23. na Sliki 9 A. 
Primernost opisane eksperimentalne postavitve smo najprej pokazali z dodajanjem kalcijevega 
ionofora v gojišče s celicami, ki smo jih pred tem inkubirali z razmerometričnima kalcijevima 
barviloma Fluo-4 in Fura Red. Po dodatku smo zaznali spremembe v intenziteti fluorescence 
obeh barvil v realnem času, kar nakazuje dvig znotrajcelične koncentracije Ca
2+ 
(Slika 33). 
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Slika 33: Spremljanje znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 po stimulaciji celic s kalcijevim ionoforom. 
Celice HEK293 smo barvali z barviloma Fluo-4 in Fura Red. Spremljali smo razmerje med intenzitetama 
fluorescence obeh barvil, ki nam podaja informacijo o relativni spremembi znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 
po dodatku 5 µM kalcijevega ionofora (na sliki označeno s črno puščico). Posamezne časovne točke pred in po 
dodatku ionofora so na sliki označene s črkami a-f. 
V nadaljevanju smo z uporabo kalcijevih razmerometričnih barvil spremljali odziv celic 
HEK293 na ultrazvočno stimulacijo z desetsekundnimi pulzi. Pokazali smo, da ultrazvok vpliva 
na povišano koncentracijo Ca
2+ 
v celicah in da lahko na tak način dosežemo periodično 
stimulacijo (Slika 34 A). Opazili smo, da koncentracija Ca
2+
 začne naraščati 10- 20 s po 
končanem ultrazvočnem pulzu ter se vrne na vrednosti pred stimulacijo po približno 1 minuti. V 
primerjavi s stimulacijo s kalcijevim ionoforom smo ob stimulaciji z ultrazvokom zaznali krajša 
obdobja povišane koncentracije Ca
2+
. V primeru, da smo v gojišče dodali Gd
3+
, ki je inhibitor 
ionskih kanalčkov, odziva celic nismo zaznali, zaradi česar sklepamo, da je povišanje 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+ 
posledica odprtja ionskih kanalčkov (Slika 34 B). 
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Slika 34: Spremljanje znotrajcelične koncentracije Ca
2+ 
po stimulaciji celic z ultrazvokom in vpliv 
inhibitorja ionskih kanalčkov GdCl3. A) Celice HEK293 smo barvali z barviloma Fluo-4 in Fura Red. 
Spremljali smo razmerje med intenzitetama fluorescence obeh barvil, ki nam podaja informacijo o relativni 
spremembi znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 po zaporednih stimulacijah z ultrazvokom (na sliki označeno s 
črno puščico). Pogoji stimulacije: izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, število ponovitev pulza= 1000, 
delovni cikel= 32 %, čas posameznega pulza= 10 s, premor med pulzi= 2 min.  B) Primerjava odziva celic 
HEK293 na ultrazvočno stimulacijo (enaki pogoji kot v A) v odsotnosti ali prisotnosti 0,4 mM GdCl3, ki 
blokira pore ionskih kanalčkov. 
4.5.3 Vpliv izbranih parametrov ultrazvočne stimulacije 
 
S spreminjanjem parametrov ultrazvočnega pulza vplivamo na lastnosti ustvarjenega valovanja. 
Že majhne spremembe lahko vplivajo na končni odziv celic. Med optimizacijo smo opazili, da je 
čas trajanja posameznega pulza tisti parameter, ki ima največji vpliv na spremembo 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+
, saj je podaljšanje časa iz 1 s na 10 s izrazito vplivalo na višji 
vdor Ca
2+ 
v celice HEK293 (Slika 35 A). Z vrednostjo amplitude nadzorujemo izhodno napetost 
na ultrazvočnem pretvorniku in posledično spremembo tlaka, ki jo povzroči izhodni signal. V 
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skladu s pričakovanji so višje vrednosti amplitude povzročile bolj izrazit odziv celic (Slika 35 
B). Število ponovitev pulzov (PRF) nam pove število sproženih pulzov znotraj določenega 
časovnega okvirja. Naši rezultati so pokazali bolj uniformen odziv celic v primeru, da smo 
nastavili višje število ponovitev, medtem ko je nižanje števila ponovitev povzročilo večje število 
krajših in manj intenzivnih odzivov (Slika 35 C). Za nadaljnje eksperimente smo izbrali 
naslednje pogoje stimulacijskega pulza: izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, število 
ponovitev pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas stimulacije= 10 s.   
 
 
Slika 35: Spremljanje znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 po testiranju različnih parametrov za 
stimulacijo celic z ultrazvokom. Celice HEK293 smo barvali z barviloma Fluo-4 in Fura Red in spremljali 
relativne spremembe znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 po posameznih stimulacijah z ultrazvokom, med 
katerimi smo spreminjali izbrane parametre. A) Vpliv trajanja stimulacijskega pulza. Pogoji stimulacije: 
izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, število ponovitev pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas 
stimulacije= 1- 10 s.  B) Vpliv amplitude pulza. Pogoji stimulacije: izhodna frekvenca= 310 kHz, 
amplituda=0,25- 1, število ponovitev pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas stimulacije= 1- 10 s. C) Vpliv 
števila ponovitev pulzov. Pogoji stimulacije: izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, število ponovitev 
pulza= 250- 1000, delovni cikel= 32 %, čas stimulacije= 1- 10 s. 
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4.5 Aktivacija načrtovanih transkripcijskih dejavnikov z ultrazvokom 
 
V nadaljevanju smo pokazali, da je umetne od Ca
2+
 odvisne transkripcijske dejavnike, opisane v 
predhodnih poglavjih, mogoče stimulirati z ultrazvokom. Najprej smo določili minimalni skupni 
čas stimulacije, potreben za aktivacijo prepisovanja poročevalskega gena kresničkine luciferaze. 
Skupni čas stimulacije smo uravnavali s številom ponovitev stimulacijskih pulzov, ki so jih 
prekinjali dvominutni premori, saj smo v sklopu optimizacije pokazali, da na tak način 
zagotovimo periodično nihanje znotrajcelične koncentracije Ca
2+
. Rezultati so pokazali, da 
minimalni čas stimulacije za transkripcijsko aktivacijo znaša 2 h (Slika 36 A). Pokazali smo, da 
je zaznan odziv posredovan preko načrtovanih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih dejavnikov 
(Slika 36 B). Testirali smo pripravljene variante načrtovanih od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih 
dejavnikov na osnovi človeškega in mišjega NFAT ter pokazali, da jih je mogoče aktivirati z 2 h 
ultrazvočno stimulacijo (Slika 36 C). V skladu s predhodnimi opažanji smo tudi tokrat opazili 
izboljšanje razmerja med nestimuliranimi in stimuliranimi celicami, kadar so transkripcijski 
dejavniki vsebovali tudi sidrni peptid KRɸ. 
 
Slika 36: Spremljanje luciferazne aktivnosti pripravljenih transkripcijskih dejavnikov, odvisnih od Ca
2+
 
po ultrazvočni aktivaciji (UZ). Pogoji stimulacije: izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, število 
ponovitev pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas posameznega pulza=  10 s, skupni čas stimulacije 1 h (Slika 
A) ali 2 h (Slika A, B, C). A) Transkripcijska aktivnost pripravljenega od Ca
2+
 odvisnega transkripcijskega 
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:TALE:VP16, izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po 
čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (1500 ng) in hNFAT
2-409
:TALE:VP16 (10 ng) 





:TALE:VP16, izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v celicah 
HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (1500 ng) brez ali z dodanim 
hNFAT
2-409
:TALE:VP16 (25 ng) po 2 h stimulaciji z ultrazvokom. C) Transkripcijska aktivnost načrtovanih 
variant od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih dejavnikov, izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v celicah 
HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (1500 ng) in variant 
transkripcijskih dejavnikov (10 ng) po 2 h stimulaciji z ultrazvokom. 
V predhodnih eksperimentih smo zaznali različna profila povišane znotrajcelične koncentracije 
Ca
2+ 
v primeru stimulacije s kalcijevim ionoforom ali z ultrazvokom. V primerjavi z 
dolgotrajnejšim povišanjem, ki smo ga opazili ob dodatku kalcijevega ionofora, stimulacija z 
ultrazvokom omogoča doseganje nihanj v znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
, katerih frekvenco 
uravnavamo s pomočjo premorov med posameznimi pulzi. Zanimalo nas je, ali profil povišanja 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 vpliva na aktivacijo umetnega transkripcijskega dejavnika 
hNFAT
2-409
:TALE:VP16. Pričakovali smo, da se bo za aktivacijo umetnih transkripcijskih 
dejavnikov na osnovi NFAT kot bolj primerna izkazala metoda stimulacije z ultrazvokom, ki 
omogoča doseganje nihanj v znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
 in se tako bolj približa fiziološkim 
pogojem, ki aktivirajo NFAT. V nasprotju s pričakovanji smo močnejši transkripcijski odziv 
zaznali v primeru stimulacije s kalcijevim ionoforom (Slika 37). 
 
Slika 37:  Primerjava tipa stimulacije na aktivacijo pripravljenih transkripcijskih dejavnikov, odvisnih 
od Ca
2+
. Transkripcijska aktivnost pripravljenega od Ca
2+
 odvisnega transkripcijskega dejavnika hNFAT
2-
409
:TALE:VP16, izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji 
poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (1500 ng) in hNFAT
2-409
:TALE:VP16 (10 ng) po 2 h stimulaciji z 
ultrazvokom (UZ) ali s 5 µM kalcijevim ionoforom. Pogoji stimulacije z ultrazvokom: izhodna frekvenca= 310 
kHz, amplituda= 1, število ponovitev pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas posameznega pulza= 10 s, skupni 
čas stimulacije 2 h. 
Med stimulacijo z ultrazvokom se del mehanske energije valovanja absorbira v medij, kar lahko 
privede do segrevanja 
107
. Poleg tega se med delovanjem segreva tudi ultrazvočni pretvornik, ki 
prenaša toploto na dno gojitvene posodice. Pri določanju optimalnih pogojev za ultrazvočno 
stimulacijo smo se želeli izogniti nepotrebnemu segrevanju gojišča, saj to lahko privede do 
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neželenih celičnih procesov. Spremljanje temperature gojišča med stimulacijo z ultrazvokom pa 
je pokazalo, da kljub premorom med posameznimi stimulacijskimi pulzi pride do postopnega 
dviga temperature v gojišču (Slika 38 A). Da bi izključili možnost, da aktivacijo umetnih 
transkripcijskih dejavnikov povzroči sprememba temperature in ne stimulacija z ultrazvokom, 
smo izvedli kontrolni eksperiment, v katerem smo celice postopno izpostavljali višanju 
temperature 37- 43 °C in tako simulirali pogoje segrevanja, ki smo jih zaznali ob stimulaciji z 
ultrazvokom. Pokazali smo, da omenjeni pogoji ne sprožijo aktivacije umetnih transkripcijskih 
dejavnikov, odvisnih od Ca
2+ 
(Slika 38 B). 
 
Slika 38: Vpliv ultrazvočne stimulacije na temperaturo gojišča in transkripcijsko aktivacijo 
pripravljenih transkripcijskih dejavnikov. A) S pomočjo termočlena smo spremljali temperaturo v gojišču 
med stimulacijo z ultrazvokom. Pogoji stimulacije z ultrazvokom: izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, 
število ponovitev pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas posameznega pulza=  10 s, skupni čas stimulacije 2 h. 
B) Transkripcijska aktivnost mNFAT
4−462
:TALE:VP16:KRɸ, izmerjena kot relativna luciferazna aktivnost v 
celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (150 ng) in 
mNFAT
4−462
:TALE:VP16:KRɸ  po 2 h stimulaciji s postopnim višanjem temperature ali s 5 µM kalcijevim 
ionoforom. Temperaturo smo z začetnih 37 °C vsakih 15 min dvignili za 1 °C. 
V nadaljevanju smo pripravljen sistem umetnih od Ca
2+ 
odvisnih transkripcijskih dejavnikov 
prenesli na model poskusnih živali. Predhodno transficirane celice, v katere smo vnesli 
mNFAT
4−462
:TALE:VP16:KRɸ in poročevalski plazmid 10TALE_Pmin-fLuc, smo podkožno 
injicirali poskusnim živalim ter na mesto injiciranja namestili ultrazvočni pretvornik (Slika 39 
A). Izmerili smo luciferazno aktivnost in s tem potrdili uspešno aktivacijo pripravljenega sistema 
(Slika 39 B). Tudi tokrat smo s termočlenom, ki smo ga kirurško vstavili neposredno na mesto 
stimulacije, spremljali vpliv stimulacije na telesno temperaturo živali, pri čemer nismo zaznali 
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Slika 39: Stimulacija poskusnih živali z ultrazvokom. A) Eksperimentalna postavitev, ki omogoča 
stimulacijo poskusnih živali, ki smo jim podkožno injicirali celice HEK293T, predhodno transficirane s 
hNFAT
2-409
:TALE:VP16 in 10TALE_Pmin-fLuc. Med časom stimulacije smo živali uspavali z izofluranom. 
B) Transkripcijska aktivnost mNFAT
4−462
:TALE:VP16:KRɸ, izmerjena kot luciferazna aktivnost in vivo v 
podkožno injiciranih celicah HEK293T po čezmerni ekspresiji poročevalskega plazmida 10TALE_Pmin-fLuc (11 
µg) in mNFAT
4−462
:TALE:VP16:KRɸ (90 ng) po 2 h stimulaciji poskusne živali z ultrazvokom. Luciferazno 
aktivnost smo merili 4 h po zaključku stimulacije. C) Spremljali smo temperaturo poskusnih živali na mestu 
stimulacije z ultrazvokom in odčitavali temperaturo na 10 min. 
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4.6 Karakterizacija izbranih mehansko občutljivih ionskih kanalčkov 
 
Kljub temu, da smo uspešno povezali ultrazvočno stimulacijo z aktivacijo pripravljenih 
transkripcijskih dejavnikov, smo v nadaljevanju želeli skrajšati čas ultrazvočne stimulacije ter 
tako povečati učinkovitost pripravljenega sistema. V ta namen smo želeli povečati občutljivost 
celic na ultrazvočno stimulacijo s čezmernim izražanjem mehansko občutljivih ionskih 
kanalčkov. Pripravili smo genske konstrukte z zapisom za različne mehansko občutljive 
bakterijske (MscS in MscL) ter človeške (TRPV1 in TRPV4) ionske kanalčke. Izrazili smo jih v 
celicah HEK293 in z imunodetekcijo preverili njihovo celično lokalizacijo (Slika 40). 
Pričakovali smo, da bodo ionski kanalčki locirani na celični membrani, kjer bi opravljali želeno 
nalogo zaznavanja mehanskih dražljajev. Rezultati so pokazali, da se ionski kanalčki 
bakterijskega izvora (MscS in MscL) v celicah HEK293 nahajajo predvsem v endoplazemskem 
retikulumu. Kljub temu, da smo v manjši meri zaznali delno membransko lokalizacijo, se večina 
bakterijskih ionskih kanalčkov ni nahajala na pričakovanem mestu v celici. V primeru ionskih 
kanalčkov človeškega izvora iz družine TRP pa smo opazili bolj izrazito umeščanje na 
plazemsko membrano.  
 
Slika 40: Izražanje izbranih mehansko občutljivih ionskih kanalčkov v celicah HEK293. A) Spremljanje 
lokalizacije HA:MscS, HA:MscL, HA:TRPV1 in HA:TRPV4 v prehodno transficiranih celicah HEK293T en 
dan po transfekciji (100 ng posameznega konstrukta). Konstrukti so označeni z barvilom AlexaFluor 647 
(zelena ali magenta). B) Celice HEK293T smo transficirali z 2000 ng posameznega konstrukta in dva dni po 
transfekciji zbrali celične lizate. 
Funkcionalnost izraženih bakterijskih ionskih kanalčkov smo testirali v sesalskih celicah 
HEK293. Aktivacijo ionskih kanalčkov MscS in MscL smo preverili z dodatkom agonista 
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lizofosfatidilholina (v nadaljevanju LPC). LPC je lipid stožčaste oblike, ki ob vezavi na celično 
membrano lokalno spremeni njeno ukrivljenost in aktivira mehansko občutljive ionske kanalčke 
135
. S stimulacijo z LPC smo uspešno aktivirali bakterijske ionske kanalčke, ki smo jih izrazili v 
celicah HEK293, saj smo z luciferaznim testom zaznali aktivacijo endogenega NFAT (Slika 41 
A). V nadaljevanju smo MscS izrazili v celicah HEK293 in s spremljanjem znotrajcelične 
koncentracije Ca
2+
 preverili občutljivost celic s transficiranimi ionskimi kanalčki na ultrazvočno 
stimulacijo. Pričakovali smo, da bo izražanje dodatnih ionskih kanalčkov vplivalo na občutljivost 
celic na ultrazvočno stimulacijo, vendar v primerjavi s celicami HEK293 brez izraženih ionskih 
kanalčkov MscS nismo dosegli izboljšanja odziva celic, kar je verjetno posledica neustrezne 
lokalizacije bakterijskih ionskih kanalčkov v sesalskih celicah (Slika 41 B, C). 
 
Slika 41: Funkcionalnost izbranih bakterijskih mehansko občutljivih ionskih kanalčkov. A) 
Transkripcijska aktivnost hNFAT, izmerjena kot luciferazna aktivnost v celicah HEK293T po čezmerni 
ekspresiji poročevalskega plazmida 3NFAT_Pmin-fLuc-PEST (150 ng) in MscS ali MscL (10 ng) po 3 h 
stimulaciji z agonistom LPC. B) Celice HEK293 z ali brez dodanega MscS smo barvali z barviloma Fluo-4 in 
Fura Red in spremljali relativne spremembe znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 v celični populaciji po 
stimulaciji z ultrazvokom. Pogoji stimulacije: izhodna frekvenca= 310 kHz, amplituda= 1, število ponovitev 
pulza= 1000, delovni cikel= 32 %, čas stimulacije= 10s. C) Celice HEK293 smo barvali in stimulirali kot v B). 
Posamezne celice, v katere smo predhodno vnesli plazmid MscS_P2A_BFP (200 ng) smo analizirali glede na 
prisotnost fluorescence BFP, ki je označevala prisotnost MscS. 
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5 RAZPRAVA  
 
Za pripravo učinkovitega sistema za uravnavanje izražanja tarčnih genov potrebujemo natančno 
nadzorovane transkripcijske dejavnike. Za natančen nadzor nad njihovim delovanjem je potrebna 
minimalna aktivnost v nestimuliranih celicah, saj s tem zmanjšamo neželene učinke. To ima še 
večji pomen v primeru bolj kompleksnih celičnih vezij, ki so zgrajena iz več plasti regulatornih 
elementov, pri katerih aktivacija prvega elementa sproži kaskado odzivov in lahko slabši nadzor 
povzroči izrazito zmanjšanje funkcionalnosti pripravljenega sistema. Nepričakovano visoka 
konstitutivna aktivnost NFAT, ki smo jo zaznali v nestimuliranih celicah, torej predstavlja 
neželen odziv v načrtovanih celičnih vezjih. V primeru endogenega NFAT so regulacijski 
mehanizmi celice ustrezno prilagojeni, da delna jedrna lokalizacija v odsotnosti stimulacije s 
Ca
2+
 ne povzroči neželenega izražanja tarčnih genov. Ker pa za uporabo NFAT v načrtovanih 
celičnih vezjih želimo močan transkripcijski odziv, ki ga lahko dosežemo le s čezmernim 
izražanjem NFAT, se s tem poveča tudi verjetnost za neželeno aktivacijo. 
V našem primeru poskus inhibicije neželene konstitutivne transkripcijske aktivnosti NFAT s 
CsA ni bil uspešen, kar nakazuje, da le-ta ni odvisna od signalne poti pod nadzorom kalcinevrina 
(Slika 14 C). Nadaljnji eksperimenti s spremljanjem lokalizacije hNFAT s pomočjo 
konfokalnega mikroskopa so razkrili heterogeno lokalizacijo hNFAT v celicah, kjer smo tudi v 
nestimuliranih celicah zaznali delno jedrno lokalizacijo (Slika 15). V predhodnih raziskavah so 
sicer podobno opazili v primeru regulatornih celic T, kjer se je del NFAT konstitutivno nahajal v 
jedru celic, lokalizacija pa je bila neodvisna od aktivnosti kalcinevrina 
136
. Čeprav je od 
kalcinevrina odvisen status fosforilacije NFAT najpomembnejši mehanizem nadzora nad 
aktivnostjo NFAT, so v več raziskavah pokazali, da je aktivnost NFAT nadzorovana tudi preko 
drugih mehanizmov. V eni izmed študij so pokazali, da spojina 6-metoksiflavon zavira 
prehajanje NFAT v jedro, vendar ta vpliv ni posredovan preko fosforilacijskih mest na protein 
137
. To dodatno dokazuje, da poleg regulacije s kalcinevrinom v celici obstajajo alternativni 
mehanizmi, ki vplivajo na translokacijo NFAT, kar je v skladu z našimi opažanji. V nekaterih 
drugih raziskavah sicer niso neposredno spremljali lokalizacije NFAT, so pa preko merjenja 
transkripcijske aktivnosti pokazali, da na aktivnost NFAT vplivajo tudi druge posttranslacijske 
modifikacije, kot npr. acetilacija in proteolitična cepitev s kaspazo-3 
138,139
. S spremljanjem 
lokalizacije NFAT c1 so odkrili, da izoforma c1/c vsebuje za 246 aminokislinskih ostankov 
daljši C- končni del v primerjavi z ostalimi izoformami. Le-ta je podvržen sumoilaciji, kar 
povzroči translokacijo iz citosola v jedrna telesca CD4+ celic T 
140
. V okviru naših raziskav smo 
v celice vnesli NFAT c1 brez C- končnega dela (hNFAT
2-592
), zato sklepamo, da jedrna 
lokalizacija ni posledica sumoilacije, vendar rezultati kljub temu kažejo na kompleksnost 
fiziološke signalizacije preko NFAT, kar podpira naša opažanja. Visoko kompleksnost fiziološke 
signalizacije preko NFAT nakazuje tudi raziskava, v kateri so pokazali vpliv kinaz MEK-1/ERK 
na aktivacijo transkripcije od NFAT odvisnih genov kljub temu, da omenjena signalna pot 
neposredno ne vpliva na aktivnost kalcinevrina ali znotrajcelično lokalizacijo NFAT 
141
. To kaže, 
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da je končni izid aktivacije NFAT odvisen tudi od interakcij z drugimi signalnimi potmi, ki 
sekundarno vplivajo na aktivnost NFAT preko vpliva na partnerske proteine, ki sodelujejo pri 
transkripcijski aktivaciji (npr. AP-1).  
V literaturi se pojavljajo tudi dokazi o vpletenosti molekul nekodirajoče RNA v uravnavanje 
aktivnosti transkripcijskih regulatorjev. V večjih RNA- proteinskih kompleksih v citosolu, ki 
služijo kot ogrodja za vezavo tarčnih proteinov, so zaznali prisotnost fosforiliranega NFAT 
142
. 
Kompleks poleg ostalih gradnikov sestavljajo tudi NFAT kinaze CK1, GSK3 in DYRK, kar 
podpira hipotezo, da kompleksi sodelujejo predvsem kot orodje za približevanje tarčnih 
proteinov in njihovih regulatorjev ter na ta način omogočajo bolj učinkovit nadzor nad njihovo 
aktivnostjo. NFAT kinaze, ki so prisotne v kompleksu, imajo zaviralno aktivnost, saj opravljajo 
fosforilacijo NFAT, kar poskrbi za ohranjanje citosolne lokalizacije in zavira transkripcijsko 
aktivnost NFAT. Nižja koncentracija prisotnih RNA- proteinskih kompleksov povzroči večji 
delež NFAT z jedrno lokalizacijo. Mogoče je, da v našem primeru z vnosom in čezmerno 
ekspresijo hNFAT vplivamo tudi na presežene kapacitete celice za vključevanje NFAT v 
omenjene komplekse. S tem negativno vplivamo na zmožnost uravnavanja transkripcijske 
aktivnosti hNFAT, kar opazimo kot povečanje jedrne lokalizacije hNFAT in neželeno 
transkripcijsko aktivacijo v nestimuliranih celicah.  
S primerjalnimi poravnavami ohranjenih sekvenc v regulatornih regijah NFAT c1–c4 so 
raziskovalci uspeli identificirati serinske ostanke, ki imajo ključno vlogo v procesu fosforilacije. 
V primeru NFAT c1 ima vlogo ključnega aminokislinskega ostanka serin na mestu 172, ki po 
fosforilaciji služi kot stikalo, ki olajša nadaljnjo fosforilacijo s strani kinaz GSK3β in CK1α. Za 
omenjeni kinazi so namreč pokazali, da zahtevata predhodno fosforilacijo aminokislinskih 
ostankov, ki so sosednji njihovim tarčam 
46
. V primeru, da v celicah čezmerno izrazimo hNFAT, 
lahko presežemo zmožnost fosforilacije ključnih serinskih ostankov in tako vplivamo na 
zmanjšano sposobnost fosforilacije. Tako posežemo v ravnovesje med neaktivno fosforilirano in 
aktivno defosforilirano obliko NFAT v celici, kar bi lahko bil eden od razlogov za opaženo 
povišano konstitutivno transkripcijsko aktivacijo NFAT v naših eksperimentih. Poleg tega še ni 
dokončno znano, ali pri fosforilaciji neaktivnega NFAT v citosolu in refosforilaciji NFAT v 
citosolu sodelujejo enake kinaze 
143
. Nekatere raziskave kažejo, da MAP kinaze p38 opravljajo 
fosforilacijo le v jedru celic 
144,145
. V kolikor je zaradi čezmernega vnosa NFAT v celicah 
presežena zmožnost fosforilacije katere izmed kinaz, ki skrbijo za translokacijo NFAT iz jedra, 
lahko tudi to predstavlja enega od razlogov za povečano zadrževanje NFAT v jedru 
nestimuliranih celic.  
Da bi dosegli boljši nadzor nad celično lokalizacijo hNFAT, smo se odločili za spremembe v 
nativnih signalih NLS in NES, ki predstavljajo pomemben element nadzora nad celično 
lokalizacijo proteinov. hNFAT vsebuje dva nativna signala NLS, ki se nahajata znotraj 
regulatorne domene in v C- končni regiji. Glede na ključno vlogo signala NLS v regulatorni 
domeni, ki se izpostavi po defosforilaciji in deluje kot stikalo, ki sproži proces translokacije v 
jedro, smo sicer predvidevali, da ima močnejši vpliv na lokalizacijo kot tisti v C- končni regiji, ki 
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ob aktivaciji ni podvržena spremembi konformacije. Kljub temu smo pričakovali, da bo 
odstranitev C- končnega signala NLS vsaj delno vplivala na zmanjšano sposobnost prehajanja 
hNFAT v jedro v odsotnosti stimulacije, česar pa nam z eksperimenti ni uspelo potrditi (Slika 
17).  
Medtem ko signalno zaporedje NLS usmerja proteine v jedro, signalno zaporedje NES vpliva na 
prenos proteinov iz jedra. V naslednjem koraku smo na neželeno prehajanje hNFAT v jedro 
želeli vplivati preko signalov NES. Zaporedja NES so 8- 15 aminokislinskih ostankov dolge 
peptidne regije, bogate z levcini, ki se vežejo v hidrofobne žepe na eksportinu-1, ki opravlja 
prenos iz jedra skozi jedrno poro v citosol 
146–148
. V ta namen smo v neposredno bližino 
nativnega signala NES vstavili zaporedje LPPLERLTL, ki izvira iz proteina HIV-1 Rev 
149
. 
Spremljanje lokalizacije pripravljenega genskega konstrukta hNFAT
2-592_2NES
 je pokazalo, da je 
dodan signal NES učinkovito povečal delež hNFAT v citosolu, saj hNFAT
2-592_2NES v odsotnosti 
stimulacije s kalcijevim ionoforom skoraj nismo zaznali v jedru (Slika 18). Naši rezultati tako 
potrjujejo, da dodajanje signalov NES predstavlja uspešno strategijo za zadrževanje 
transkripcijskega dejavnika izven jedra. Kljub temu smo opazili, da tudi po stimulaciji s 
kalcijevim ionoforom dosežemo le delno prehajanje transkripcijskega dejavnika v jedro, zaradi 
česar sklepamo, da umetno dodan signal NES HIV-1 Rev pomakne ravnotežje med citosolno in 
jedrno lokalizacijo izrazito v smer citosolne lokalizacije, kar nam onemogoča uspešen nadzor 
nad aktivnostjo pripravljenega transkripcijskega dejavnika. V nadaljnjih raziskavah bi bilo 
smiselno preveriti, ali lahko z dodajanjem šibkejših signalov NES dosežemo za naš namen bolj 
primerno ravnovesje med signali NES in NLS. V skladu z želeno aplikacijo želimo doseči 
ravnotežje, ki bi pred stimulacijo omogočalo zadrževanje transkripcijskega dejavnika izven jedra 
in hkrati omogočalo prenos v jedro pod vplivom Ca
2+
. Primeren kandidat bi lahko bilo zaporedje 
LYPERLRRILT, ki izvira iz adenovirusnega proteina E1B-55K. V raziskavi, kjer so spremljali 
celično lokalizacijo fuzijskih proteinov eGFP v kombinaciji z različnimi signali NES, so 
primerjali prehajanje eGFP- E1B-55K in eGFP-HIV-1 Rev iz jedra. Pokazali so, da je do 
prehoda fuzijskega konstrukta eGFP- E1B-55K prišlo počasneje (v času 30 – 60 min) kot v 
primeru eGFP-HIV-1 Rev (10 – 20 min). Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da je zaporedje 
NES E1B-55K šibkejše, kot v našem primeru uporabljeno zaporedje NES HIV-1 Rev in bi lahko 
predstavljalo bolj primerno izbiro 
150
.  
Nativni signali NES in NLS, ki uravnavajo lokalizacijo in posledično aktivnost proteinov, so v 
neaktivni obliki proteina zakriti in se izpostavijo ob konformacijski spremembi. Tudi ob 
vključevanju umetnih signalov NES ali NLS je za pričakovan učinek izredno pomembna njihova 
lokalizacija v zaporedju proteina. Pri načrtovanju hNFAT
2-592_2NES smo zato želeli umetno dodan 
signal NES ohraniti čim bližje nativnemu, da bi tako čim manj posegali v terciarno strukturo 
proteina in ohranili sposobnost izpostavitve NES po defosforilaciji hNFAT. V primeru dodajanja 
umetnega signala NES na umetno načrtovan optogenetski protein so pokazali, da je moč signala 
NES za prehajanje proteina v jedro mogoče uravnavati tudi z mestom dodanega signala, ki so ga 
dodali bodisi na N- ali C- končni del proteina 
129
. Predvidevamo, da bi tudi v našem primeru 
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dodajanje umetnega signala NES na različne dele proteina vplivalo na končni učinek, vendar 
hipoteze v okviru raziskovalnega dela nismo eksperimentalno preverjali. 
Ker so rezultati dodajanja signala NES potrdili naša predvidevanja, da lahko z vplivom na 
celično lokalizacijo hNFAT uravnavamo tudi nivo transkripcijske aktivnosti, smo se odločili 
preizkusiti alternativni način, s katerim bi hNFAT v odsotnosti povišane znotrajcelične 
koncentracije Ca
2+
 zadrževali izven jedra. Notranjo stran celičnih membran sesalskih celic 
sestavlja približno 20 % anionskih lipidov, ki ustvarjajo lokalno okolje, ki močno privlači 
kationske molekule. V literaturi so že opisali peptidna sidra, ki se preko elektrostatskih interakcij 
povezujejo s celično membrano. Z nje se sprostijo ob spremembi elektrostatskega potenciala, ki 
se pojavi kot posledica spremembe lipidne sestave membrane ob začetku fagocitoze. Pokazali so, 
da do sproščanja kationskih sidrnih peptidov z membrane privede tudi vdor Ca
2+
, saj ioni 
maskirajo negativni naboj membrane in vplivajo na spremembo elektrostatskega potenciala 
131
. 
Zato smo predpostavili, da bi z uporabo polikationskih membranskih sidrnih peptidov, ki se 
sprostijo ob povišani znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
, lahko dosegli podoben vpliv kot v 
primeru dodajanja signala NES. Na ta način smo uvedli dodatno točko nadzora nad lokalizacijo 
hNFAT, ki smo jo želeli čim bolj natančno uravnavati. Rezultati so potrdili, da s pripenjanjem 
membranskega sidrnega peptida KRφ na hNFAT, transkripcijski dejavnik v odsotnosti 
stimulacije uspešno sidramo v celično membrano, od koder se sprosti po stimulaciji pod vplivom 
povišane znotrajcelične koncentracije Ca
2+
 (Slika 22). Tudi ta strategija se je izkazala za uspešno 
pri vplivu na zmanjšanje neželenega prehajanja v jedro v primeru nestimuliranih celic, pri čemer 
je transkripcijski dejavnik ohranil sposobnost translokacije v jedro po stimulaciji s Ca
2+
. Kljub 
temu, da smo tudi tokrat ob spremljanju lokalizacije hNFAT
2-592
:KRφ opazili, da po stimulaciji s 
kalcijevim ionoforom ne pride do popolnega sproščanja z membrane, so rezultati transkripcijske 
aktivacije z merjenjem luciferazne aktivnosti pokazali izboljšano razmerje aktivnosti med 
nestimuliranimi in stimuliranimi celicami v primerjavi z ostalimi načrtovanimi variantami 
hNFAT. Za nepopolno sproščanje sidrnega peptida KRφ s celične membrane obstaja več 
možnosti. Mogoče je, da stimulacija ne povzroči zadostne spremembe v znotrajcelični 
koncentraciji Ca
2+
, da bi prišlo do dovolj velikih sprememb v elektrostatskih interakcijah, ki bi 
vplivale na privlak sidrnih peptidov do membrane. Ena od možnih razlag je tudi v nepopolnem 
ujemanju med peptidnim zaporedjem KRφ in membranskimi lipidi v celicah HEK293. 
Površinska napetost na bioloških membranah je namreč močno odvisna od sestave lipidov, ki 
tvorijo posamezno membrano. Če bi želeli doseči še bolj učinkovito sproščanje z membrane, bi 
bilo smiselno načrtovati usmerjeno mutagenezo izbranega sidrnega peptida KRφ. S 
sistematičnim zmanjševanjem števila kationskih aminokislinskih ostankov bi lahko vplivali na 
afiniteto sidranja peptidov v membrane. Predvidevamo, da bi na tak način lahko dosegli še bolj 
optimalno sidranje pod našimi eksperimentalnimi pogoji. 
Pri nadaljnjem razvoju od kalcija odvisnih transkripcijskih dejavnikov smo DNA-vezavno 
domeno NFAT zamenjali z načrtovanimi DNA- vezavnimi domenami efektorjev TAL. Iz teh 
smo odstranili prisotno zaporedje NLS, ki bi vplivalo na lokalizacijo pripravljenih 
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transkripcijskih dejavnikov in jih usmerjalo v jedro neodvisno od Ca
2+
. Pokazali smo, da se 
pripravljeni transkripcijski dejavniki po stimulaciji s kalcijevim ionoforom vežejo na 
poročevalske plazmide z vezavnimi mesti za efektorje TAL in sprožijo transkripcijo, s čimer smo 
uspešno izrazili poročevalska proteina kresničkina luciferaza in človeški interlevkin-10 in tako 
razširili nabor tarč pripravljenih transkripcijskih dejavnikov (Sliki 27 in 31). Potrdili smo tudi, da 
pripravljeni transkripcijski dejavniki ne aktivirajo transkripcije poročevalskega plazmida, ki 
vsebuje vezavna mesta za NFAT, kar potrjuje naša pričakovanja, da ne vplivajo na izražanje od 
NFAT odvisnih genov. S tem smo pokazali, da je regulatorna domena NFAT primerna osnova za 
pripenjanje modularnih DNA-vezavnih domen in omogoča razvoj od Ca
2+ 
odvisnih 
transkripcijskih dejavnikov. V nadaljevanju smo primerjali regulatorni domeni, ki izvirata iz 
človeškega in mišjega NFAT. Rezultati luciferazne aktivnosti so pokazali, da v primeru fuzije 
mišjega NFAT in efektorjev TAL pride do nižje konstitutivne aktivnosti pripravljenih 
konstruktov v primerjavi s človeškim NFAT. Na podlagi rezultatov sklepamo, da so sestavni deli 
celičnih vezij, ki izvirajo iz tujih organizmov, manj podvrženi endogenim procesom v celici in 
zato omogočajo bolj nadzorovano uporabo. Mogoče je tudi, da so v uporabljeni celični liniji 
HEK293 v primerjavi z mišjimi celicami izražene različne kinaze, ki izkazujejo različno afiniteto 
do človeškega in mišjega NFAT, kar povzroči različne stopnje uravnavanja njune aktivnosti. 
Poleg možnosti natančnega nadzora aktivnosti umetnih transkripcijskih dejavnikov je pomemben 
dejavnik v njihovem načrtovanju tudi možnost odziva na različne signale. Možnost sprožitve 
načrtovanega celičnega vezja preko različnih signalov nam omogoča raznovrstno in večstransko 
uporabnost pripravljenih orodij, s katerimi lahko bodisi specifično nadzorujemo prepisovanje 
tarčnih genov ali pa jih uporabimo kot detektor za zaznavanje znotrajceličnih procesov. V 
nadaljnjem delu smo potrdili, da se pripravljeni transkripcijski dejavniki odzivajo na različne 
zunanje signale. V celicah HEK293T smo izrazili temperaturno občutljiv ionski kanalček 
TRPV1 in pokazali, da segrevanje na 43 °C sproži odpiranje kanalčka, vdor Ca
2+
 in aktivacijo 
prepisovanja poročevalskega gena. Prav tako smo celice HEK293T in K562 s TRPV1 specifično 
stimulirali s kapsaicinom. Kapsaicin je lipofilna molekula, ki prehaja skozi plazemsko 
membrano ter ob vezavi na znotrajcelični del TRPV1 zniža prag temperaturne aktivacije TRPV1 
na sobno temperaturo 
151,152
. Rezultati so potrdili, da lahko transkripcijske dejavnike 
nadzorujemo preko različnih kemijskih in fizikalnih signalov (Slika 30). Pričakovali smo, da bo 
do prepisovanja tarčnega gena ob segrevanju celic prišlo le pri celicah, v katerih smo čezmerno 
izrazili ionski kanalček TRPV1. Rezultati spremljanja luciferazne aktivnosti so pokazali, da je 
odziv celic po segrevanju naraščal sorazmerno s količino dodanega TRPV1, kar potrjuje njegovo 
ključno vlogo pri posredovanju odziva. Kljub temu smo zaznali šibko aktivacijo tudi v vzorcih, v 
katerih nismo čezmerno izrazili TRPV1. To bi lahko pripisali dejstvu, da so v celični liniji 
HEK293T že naravno izraženi kanalčki TRPV1, ki se aktivirajo ob segrevanju. V tem primeru bi 
pričakovali, da se bodo nativno prisotni TRPV1 odzvali tudi na stimulacijo z agonistom, vendar 
smo po stimulaciji s kapsaicinom opazili transkripcijsko aktivacijo le v primeru vzorcev z 
dodanim TRPV1, kar nakazuje, da je nativno prisotnih TRPV1 v HEK293T premalo, da bi pod 
uporabljenimi stimulacijskimi pogoji lahko zaznali preko TRPV1 posredovano transkripcijsko 
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aktivacijo. Mogoče je torej, da smo s temperaturno stimulacijo aktivirali druge vrste 
temperaturno občutljivih ionskih kanalčkov, ki pa niso občutljivi na stimulacijo s kapsaicinom. 
Glede na bazo podatkov The Human Protein Atlas o zaznani mRNA posameznih ionskih 
kanalčkov v celični liniji HEK293 sklepamo, da smo najverjetneje aktivirali TRPV4 (aktivacija 
nad 30 °C), v manjši meri pa sta v HEK293 izražena tudi TRPM3 (aktivacija nad 40 °C) in 
TRPV3 (aktivacija med 34-39 °C) 
153
. 
Končni cilj doktorskega dela je bil aktivirati pripravljene transkripcijske dejavnike z ultrazvočno 
stimulacijo. Želeli smo določiti eksperimentalne pogoje, s katerimi bi dosegli mehanska nihanja 
v gojišču, ki bi povzročila odprtje mehansko občutljivih ionskih kanalčkov. V okviru 
karakterizacije izhodnega signala ultrazvočnega generatorja smo opazili izrazita nihanja v 
intenziteti zaznanega tlaka (Slika 32 D). Opažanja so v skladu s teorijo o bližnjem polju, kjer se 
v odvisnosti od razdalje od izvora valovanja izmenjujejo lokalni minimum in maksimumi 
intenzitete. Kljub temu, da smo uporabili nefokusirni ultrazvočni pretvornik, lahko pri vsakem 
tipu pretvornika določimo t. i. naravni fokus (N). Gre za stik med bližnjim in oddaljenim poljem, 
kjer je območje najvišje intenzitete oddanega valovanja in je posledično dosežen najvišji tlak. 
Področje fokusa je specifična lastnost pretvornika, vrednosti pa so odvisne od frekvence f, 
premera sonde D in hitrosti zvoka c v določeni snovi. Če bi v nadaljnjih eksperimentih želeli z 
uporabo enakega pretvornika doseči višje vrednosti tlaka, bi bilo potrebno ustrezno prilagoditi 
eksperimentalno postavitev, da bi dosegli ustrezno oddaljenost tarčnih celic od ultrazvočnega 
pretvornika. Naravni fokus opredeljuje enačba: 
  
V primeru naših eksperimentalnih pogojev (D = 2,54 cm; f = 310 kHz; c = 1500 m/s)  bi ta 
razdalja znašala približno 3,3 cm.  
S spreminjanjem parametrov ultrazvočnega pulza vplivamo na lastnosti ustvarjenega valovanja. 
Izhodno frekvenco določajo osnovne lastnosti ultrazvočnega pretvornika, ki je izvor ultrazvoka, 
v kombinaciji z lastnostmi vezja v ultrazvočnem generatorju. V našem primeru smo z merjenjem 
izhodne moči za pretvornik V318-SU, ki po specifikacijah proizvede valovanje s frekvenco 500 
kHz, eksperimentalno določili optimalno delovno frekvenco 310 kHz (Slika 32 C). Izbira 
frekvence je pomemben dejavnik, saj je nasprotno sorazmerna valovni dolžini in določa 
sposobnost prodiranja skozi tkivo in in možnost prostorskega ciljanja. Višje frekvence sicer 
omogočajo bolj natančno fokusiranje ultrazvočnega signala, vendar je bolj izrazito tudi sipanje in 
odboj. V večini raziskav, kjer so uporabljali ultrazvok za neinvazivno nevromodulacijo, se 






 odvisni transkripcijski dejavniki se aktivirajo ob različnih profilih povišanja 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+
, pri čemer sta pomembni jakost in frekvenca omenjenih nihanj. 
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V sklopu razvoja metode za transkripcijsko aktivacijo sesalskih celic z ultrazvokom je bil naš 
glavni namen prilagoditi stimulacijo celic na način, da bi dosegli ustrezno frekvenco nihanja 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+
, s čimer bi sprožili aktivacijo pripravljenih transkripcijskih 
dejavnikov. V povezavi z aktivacijo NFAT je znano, da z naraščanjem frekvence nihanj 
koncentracij Ca
2+ 
narašča tudi transkripcijska aktivnost NFAT. Raziskave so pokazale tudi, da je 
za aktivacijo NFAT potrebno daljše časovno obdobje stimulacije, poleg tega so pokazali, da je 
NFAT bolj odziven na celokupno kumulativno količino Ca
2+ 
v določenem časovnem obdobju, 
medtem ko je manj občutljiv na samo frekvenco oscilacij 
156
. To bi lahko razložilo relativno 
dolge čase stimulacij, ki so bili v našem primeru potrebni, da smo lahko zaznali transkripcijsko 
aktivacijo. Časovna obdobja povišane znotrajcelične koncentracije Ca
2+ 
po ultrazvočni 
stimulaciji smo določili s spremljanjem vdora Ca
2+ 
v celice z uporabo fluorescentnih kalcijevih 
barvil. Po koncu stimulacije smo zaznali povišanje znotrajcelične koncentracije Ca
2+
, vrednosti 
pa so se vrnile na nivo pred stimulacijo po približno 1 minuti. S stimulacijo, pri kateri smo 
desetsekundne pulze izmenjevali z dvominutnimi premori, smo dosegli periodično povišanje 
znotrajcelične koncentracije Ca
2+
. Frekvenco posameznih pulzov smo prilagodili tako, da smo 
med posameznimi stimulacijami zagotovili ravno dovolj časa, da se je nivo Ca
2+ 
vrnil na nivo 
pred stimulacijo, hkrati pa smo želeli zagotoviti visoko kumulativno znotrajcelično koncentracijo 
kalcijevih ionov med celotnim časom stimulacije.  
Obdobja med posameznimi stimulacijami so služila tudi za ohlajanje medija, saj bi v nasprotnem 
primeru zaradi pretvorbe mehanske energije ultrazvoka lahko prišlo do segrevanja gojišča, kar bi 
aktiviralo neželene celične procese. Kljub relativno dolgim premorom smo zaznali počasno 
naraščanje temperature v gojišču (Slika 38 A). Z dodatnimi eksperimenti, v katerih smo 
simulirali postopno naraščanje temperature smo potrdili, da le-to ne vpliva na aktivacijo 
pripravljenih transkripcijskih dejavnikov (Slika 38 B). Temperaturo med dvourno stimulacijo 
smo spremljali tudi med eksperimenti in vivo. Poskusnim živalim smo na mesto, kamor smo 
injicirali pripravljene celice, podkožno vstavili temperaturno sondo in lokalno spremljali 
temperaturo na mestu stimulacije. V nasprotju z eksperimenti na celičnih linijah pa v tem 
primeru nismo zaznali sprememb v temperaturi živali, kar smo si razlagali s sposobnostjo 
termoregulacije poskusnih živali. S tem smo tudi dodatno potrdili, da sprememba temperature 
med ultrazvočno stimulacijo ne predstavlja mehanizma aktivacije naših transkripcijskih 
dejavnikov. 
Iz literature je znano, da je od Ca
2+
 odvisna defosforilacija NFAT hiter proces, medtem ko 
refosforilacija poteka počasneje. Po stimulaciji s Ca
2+ 
pride do hitre translokacije NFAT v jedro, 
ki poteče v nekaj minutah. Tudi v naših eksperimentih s spremljanjem lokalizacije hNFAT:BFP 
smo povečanje jedrne lokalizacije po stimulaciji s kalcijevim ionforom zaznali po 4 minutah 
(Slika 16). Po translokaciji pa jedrne kinaze ponovno fosforilirajo NFAT, kar privede do zakritja 
signalov za prenos v jedro in transporta nazaj v citoplazmo. Transport iz jedra je glavni dejavnik, 
ki določa trajanje od NFAT odvisne signalizacije 
157,158
. V primeru, da je interval nihanja v 
znotrajcelični koncentraciji Ca
2+ 
krajši od ponovne fosforilacije NFAT v jedru, pričakujemo 
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višanje deleža jedrne lokalizacije NFAT, ki bi povzročila tudi višjo transkripcijsko aktivnost 
NFAT v primerjavi z dolgotrajnejšim povišanjem znotrajcelične koncentracije Ca
2+ 159
. Ko smo 
primerjali jakost transkripcijske aktivacije vzorcev celic, ki smo jih stimulirali s pulzi ultrazvoka 
(nihanja koncentracije Ca
2+
) ali s kalcijevim ionoforom (dolgotrajnejše povišanje Ca
2+
) pa smo v 
nasprotju s pričakovanji zaznali višji odziv v primeru stimulacije s kalcijevim ionoforom (Slika 
37). To bi lahko pomenilo, da absolutna koncentracija Ca
2+
, ki smo jo v notranjosti celic dosegli 
z ultrazvočnimi pulzi, sicer zadošča za sprožitev naše signalne poti, vendar ni dovolj visoka za 
bolj učinkovito transkripcijsko aktivacijo, kar bi bilo v nadaljnjih eksperimentih smiselno 
preveriti z določanjem znotrajcelične koncentracije Ca
2+
. 
Ultrazvok se pogosto omenja kot alternativa optogenetskim metodam. Poleg časovno in 
prostorsko nadzorovane stimulacije namreč v primerjavi s svetlobo omogoča tudi boljše 
prehajanje v globlja tkiva. Z ultrazvokom lahko specifično stimuliramo tarče milimetrskih 
velikosti. Čeprav lahko prostorsko ločljivost ultrazvočnega signala nadzorujemo s spreminjanjem 
frekvence valovanja, bi morali za to, da bi dosegli resolucijo, primerljivo z optičnimi metodami 
(pribl. 1 µm), uporabiti frekvenco 1,5 GHz. Uporaba tako visoke frekvence pa bi omogočalo 
prodiranje skozi tkiva le do globine pribl. 1 mm, s čimer izgubimo glavno prednost ultrazvoka v 
primerjavi z optogenetskimi metodami 
160
. Ultrazvočna stimulacija zato predstavlja metodo 
izbire v primerih, ko je sposobnost prodiranja v globlja tkiva pomembnejša od fokusiranja 
signala na posamezne celice. 
Z izražanjem mehansko občutljivih ionskih kanalčkov v celicah HEK293 nam ni uspelo povečati 
občutljivosti celic na ultrazvok. Primerjava odzivov transficiranih in netransficiranih celic ni 
pokazala razlike v odzivu, saj so se na ultrazvok odzvale tudi celice HEK293T, v katerih nismo 
dodatno izrazili mehansko občutljivih kanalčkov (Slika 41). Čeprav smo zaznali le delno 
lokalizacijo MscS na membrani, smo z dodajanjem agonista LPC potrdili njihovo funkcionalnost 
v celicah HEK293, zato smo sklepali, da bi njihov vpliv lahko zaznali tudi v primeru stimulacije 
z ultrazvokom. Ti rezultati bi lahko bili posledica dejstva, da se v celični liniji HEK293T že 
izraža dovolj nativnih mehansko občutljivih kanalčkov, ki so se aktivirali pod izbranimi pogoji 
ultrazvočne stimulacije. Glede na omenjeno sklepamo tudi, da količina mehansko občutljivih 
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V doktorskem delu smo opisali načrtovanje in razvoj od Ca
2+
 odvisnih transkripcijskih 
dejavnikov. Pokazali smo, da lahko preko vpliva na znotrajcelično lokalizacijo hNFAT 
uravnavamo njegovo bazalno transkripcijsko aktivnost. Z dodajanjem umetnega signala NES ali 
s pripenjanjem kationskega sidrnega peptida KRɸ smo dosegli zmanjšanje jedrne lokalizacije 
hNFAT v odsotnosti stimulacije s Ca
2+
. Razvili smo izboljšano osnovo za načrtovanje od Ca
2+
 
odvisnih umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi NFAT, ki omogoča bolj natančno 
uravnavanje njihove transkripcijske aktivnosti in s tem manj neželenih učinkov. 
Na osnovi regulatorne domene transkripcijskega dejavnika NFAT in modularnih DNA- vezavnih 
domen efektorjev TAL smo razvili sintetične transkripcijske dejavnike, ki se aktivirajo ob 
povišani znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
. Pokazali smo, da pripravljeni transkripcijski dejavniki 
omogočajo ciljanje tarčnih genov in hkrati ne vplivajo na izražanje endogenih genov v 
gostiteljski celici, s čimer smo potrdili prvo hipotezo doktorskega dela. Z namenom prikaza 
vsestranske uporabe pripravljenih transkripcijskih dejavnikov smo pokazali, da jih lahko 
aktiviramo z različnimi kemijskimi in fizikalnimi signali iz okolja. Potrdili smo, da jih je mogoče 
selektivno stimulirati, če signalno pot Ca
2+
- kalcinevrin- NFAT sklopimo s kalcijevim ionskim 
kanalčkom TRPV1. Sposobnost aktivacije pripravljenih umetnih transkripcijskih dejavnikov smo 
pokazali v različnih tipih sesalskih celičnih linij. 
Razvili smo metodo za stimulacijo sesalskih celic z ultrazvokom, ki nam omogoča spremljanje 
odziva celic preko sprememb v znotrajcelični koncentraciji Ca
2+
. Kot smo predpostavili v drugi 
hipotezi, smo pokazali, da aktivacijo mehansko občutljivih ionskih kanalčkov lahko dosežemo z 
ultrazvočno stimulacijo ter da na ta način lahko vplivamo na aktivnost pripravljenih 
transkripcijskih dejavnikov v celičnih linijah. Z vnosom mehansko občutljivih ionskih kanalčkov 
MscS, MscL, TRPV1 in TRPV4 v celice HEK293T nam ni uspelo povečati občutljivosti celic na 
ultrazvok. Verjamemo, da smo z rezultati, opisanimi v doktorskem delu, prispevali k razvoju 








Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 





1. Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. Molecular biology of the cell. (2002). 
2. Clapham, D. E. Calcium signaling. Cell 131, 1047–1058 (2007). 
3. Nakayama, S. & Kretsinger, R. H. Evolution of the EF-hand family of proteins. Annual Review of 
Biophysics and Biomolecular Structure 23, 473–507 (1994). 
4. Cho, W. & Stahelin, R. V. Membrane-Protein Interactions in Cell Signaling and Membrane Trafficking. 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 34, 119–151 (2005). 
5. Lisman, J., Schulman, H. & Cline, H. The molecular basis of CaMKII function in synaptic and behavioural 
memory. Nat. Rev. Neurosci. 3, 175–190 (2002). 
6. Fink, C. C. & Meyer, T. Molecular mechanisms of CaMKII activation in neuronal plasticity. Current 
Opinion in Neurobiology 12, 293–299 (2002). 
7. Dolmetsch, R. E., Lewis, R. S., Goodnow, C. C. & Healy, J. I. Differential activation of transcription factors 
induced by Ca2+ response amplitude and duration. Nature 386, 855–858 (1997). 
8. Yap, K. L. et al. Calmodulin target database. J. Struct. Funct. Genomics 1, 8–14 (2000). 
9. Chattopadhyayal, R., Meadorl, W. E., Means2t, A. R. & Quiocho1, F. A. Calmodulin Structure Refined at 
1.7 Angstrom Resolution Calmodulin Structure Refined at l-7 A Resolution. Artic. J. Mol. Biol. 228, 1177–
1192 (1993). 
10. Tsien, R. W. & Tsien, R. Y. Calcium channels, stores, and oscillations. Annu. Rev. Cell Biol. 6, 715–760 
(1990). 
11. Bohr, D. F. Vascular smooth muscle: Dual effect of calcium. Science (80-. ). 139, 597–599 (1963). 
12. Reece, J. B. et al. Membrane Structure and Function. Biol. 9th Ed. Campbell (2011). 
13. Catterall, W. A. Voltage-gated calcium channels. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 3, 1–23 (2011). 
14. Hucho, F. & Weise, C. Ligand‐Gated Ion Channels. Angew. Chemie Int. Ed. 40, 3100–3116 (2001). 
15. Striggow, F. & Ehrlich, B. E. Ligand-gated calcium channels inside and out. Curr. Opin. Cell Biol. 8, 490–
495 (1996). 
16. Derler, I., Schindl, R., Fritsch, R. & Romanin, C. Gating and permeation of Orai channels. Front. Biosci. 
(Landmark Ed. 17, 1304–1322 (2011). 
17. Smyth, J. T. et al. Activation and regulation of store‐operated calcium entry. J. Cell. Mol. Med. 14, 2337–
2349 (2010). 
18. Zhang, S. L. et al. STIM1 is a Ca2+ sensor that activates CRAC channels and migrates from the Ca2+ store 
to the plasma membrane. Nature 437, 902 (2005). 
19. Hamill, O. P. & Martinac, B. Molecular basis of mechanotransduction in living cells. Physiological Reviews 
81, 685–740 (2001). 
20. Martinac, B. Mechanosensitive ion channels: Molecules of mechanotransduction. J. Cell Sci. 117, 2449–
2460 (2004). 
21. Kung, C. A possible unifying principle for mechanosensation. Nature 436, 647–654 (2005). 
22. Ridone, P. et al. “Force-from-lipids” gating of mechanosensitive channels modulated by PUFAs. J. Mech. 
Behav. Biomed. Mater. 79, 158–167 (2018). 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
73 
 
23. Perozo, E., Kloda, A., Cortes, D. M. & Martinac, B. Physical principles underlying the transduction of 
bilayer deformation forces during mechanosensitive channel gating. Nat. Struct. Biol. 9, 696–703 (2002). 
24. Árnadóttir, J. & Chalfie, M. Eukaryotic Mechanosensitive Channels. Annu. Rev. Biophys. 39, 111–137 
(2010). 
25. Syeda, R. et al. Chemical activation of the mechanotransduction channel Piezo1. Elife 4, (2015). 
26. Cox, C. D., Bavi, N. & Martinac, B. Origin of the Force: The Force-From-Lipids Principle Applied to Piezo 
Channels. Curr. Top. Membr. 79, 59–96 (2017). 
27. Ranade, S. S., Syeda, R. & Patapoutian, A. Mechanically Activated Ion Channels. Neuron 87, 1162–1179 
(2015). 
28. Liedtke, W. et al. Vanilloid receptor-related osmotically activated channel (VR-OAC), a candidate 
vertebrate osmoreceptor. Cell 103, 525–535 (2000). 
29. Gao, X., Wu, L. & O’Neil, R. G. Temperature-modulated diversity of TRPV4 channel gating: Activation by 
physical stresses and phorbol ester derivatives through protein kinase C-dependent and -independent 
pathways. J. Biol. Chem. 278, 27129–27137 (2003). 
30. Suzuki, M., Mizuno, A., Kodaira, K. & Imai, M. Impaired pressure sensation in mice lacking TRPV4. J. 
Biol. Chem. 278, 22664–22668 (2003). 
31. Caterina, M. J. et al. The capsaicin receptor: A heat-activated ion channel in the pain pathway. Nature 389, 
816–824 (1997). 
32. Sánchez-Moreno, A. et al. Irreversible temperature gating in trpv1 sheds light on channel activation. Elife 7, 
(2018). 
33. Inoue, R., Jian, Z. & Kawarabayashi, Y. Mechanosensitive TRP channels in cardiovascular 
pathophysiology. Pharmacology and Therapeutics 123, 371–385 (2009). 
34. Cao, E., Cordero-Morales, J. F., Liu, B., Qin, F. & Julius, D. TRPV1 Channels Are Intrinsically Heat 
Sensitive and Negatively Regulated by Phosphoinositide Lipids. Neuron 77, 667–679 (2013). 
35. Liu, C. & Montell, C. Forcing open TRP channels: Mechanical gating as a unifying activation mechanism. 
Biochemical and Biophysical Research Communications 460, 22–25 (2015). 
36. Shaw, J. P. et al. Identification of a putative regulator of early T cell activation genes. J. Immunol. 185, 
4972–4975 (1988). 
37. Rao, A., Luo, C. & Hogan, P. G. TRANSCRIPTION FACTORS OF THE NFAT FAMILY:Regulation and 
Function. Annu. Rev. Immunol. 15, 707–747 (1997). 
38. Porter, C. M., Havens, M. A. & Clipstone, N. A. Identification of amino acid residues and protein kinases 
involved in the regulation of NFATc subcellular localization. J. Biol. Chem. 275, 3543–3551 (2000). 
39. Neal, J. W. & Clipstone, N. A. Glycogen Synthase Kinase-3 Inhibits the DNA Binding Activity of NFATc. 
J. Biol. Chem. 276, 3666–3673 (2001). 
40. Garrity, P. A., Chen, D., Rothenberg, E. V & Wold, B. J. Interleukin-2 transcription is regulated in vivo at 
the level of coordinated binding of both constitutive and regulated factors. Mol. Cell. Biol. 14, 2159–2169 
(1994). 
41. Timmerman, L. A., Clipstone, N. A., Ho, S. N., Northrop, J. P. & Crabtree, G. R. Rapid shuttling of NF-AT 
in discrimination of Ca2+ signals and immunosuppression. Nature 383, 837–840 (1996). 
42. Mognol, G. P., Carneiro, F. R. G., Robbs, B. K., Faget, D. V. & Viola, J. P. B. Cell cycle and apoptosis 
regulation by NFAT transcription factors: New roles for an old player. Cell Death and Disease 7, e2199 
(2016). 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
74 
 
43. Okamura, H. et al. Concerted dephosphorylation of the transcription factor NFAT1 induces a 
conformational switch that regulates transcriptional activity. Mol. Cell 6, 539–50 (2000). 
44. Aramburu, J. et al. Affinity-driven peptide selection of an NFAT inhibitor more selective than cyclosporin 
A. Science (80-. ). 285, 2129–2133 (1999). 
45. Beals, C. R., Sheridan, C. M., Turck, C. W., Gardner, P. & Crabtree, G. R. Nuclear export of NF-ATc 
enhanced by glycogen synthase kinase-3. Science (80-. ). 275, 1930–1933 (1997). 
46. Yang, T. T. C., Xiong, Q., Enslen, H., Davis, R. J. & Chow, C.-W. Phosphorylation of NFATc4 by p38 
Mitogen-Activated Protein Kinases. Mol. Cell. Biol. 22, 3892–3904 (2002). 
47. Jain, J., Burgeon, E., Badalian, T. M., Hogan, P. G. & Rao, A. A similar DNA-binding motif in NFAT 
family proteins and the Rel homology region. J. Biol. Chem. 270, 4138–45 (1995). 
48. Macián, F., García‐Rodríguez, C. & Rao, A. Gene expression elicited by NFAT in the presence or absence 
of cooperative recruitment of Fos and Jun. EMBO J. 19, 4783–4795 (2000). 
49. Chen, L., Glovert, J. N. M., Hogan, P. G., Rao, A. & Harrison, S. C. Structure of the DNA-binding domains 
from NFAT, Fos and Jun bound specifically to DNA. Nature 392, 42–48 (1998). 
50. Bettelli, E., Dastrange, M. & Oukka, M. Foxp3 interacts with nuclear factor of activated T cells and NF-κB 
to repress cytokine gene expression and effector functions of T helper cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 
102, 5138–5143 (2005). 
51. Nguyen, T. N. et al. The C-terminal region of human NFATc2 binds cJun to synergistically activate 
interleukin-2 transcription. Mol. Immunol. 47, 2314–2322 (2010). 
52. Dolmetsch, R. E., Xu, K. & Lewis, R. S. Calcium oscillations increase the efficiency and specificity of gene 
expression. Nature 392, 933–936 (1998). 
53. Latchman, D. S. Transcription factors: An overview. Int. J. Biochem. Cell Biol. 29, 1305–1312 (1997). 
54. Barberis, A. & Petrascheck, M. Transcription Activation in Eukaryotic Cells. in Encyclopedia of Life 
Sciences (John Wiley & Sons, Ltd, 2003). doi:10.1038/npg.els.0003303 
55. Heiderscheit, E. A., Eguchi, A., Spurgat, M. C. & Ansari, A. Z. Reprogramming cell fate with artificial 
transcription factors. FEBS Letters 592, 888–900 (2018). 
56. Freemont, P. et al. Synthetic biology : a primer. (World Scientific Publishing Co. Pte. Ltd., 2016). 
57. Purcell, O., Peccoud, J. & Lu, T. K. Rule-based design of synthetic transcription factors in eukaryotes. ACS 
Synth. Biol. 3, 737–744 (2014). 
58. Choo, Y., Sánchez-García, I. & Klug, A. In vivo repression by a site-specific DNA-binding protein designed 
against an oncogenic sequence. Nature 372, 642–645 (1994). 
59. Tupler, R., Perini, G. & Green, M. R. Expressing the human genome. Nature 409, 832–833 (2001). 
60. Pavletich, N. P. & Pabo, C. O. Zinc finger-DNA recognition: Crystal structure of a Zif268-DNA complex at 
2.1 Å. Science (80-. ). 252, 809–817 (1991). 
61. Frankel, A. D., Berg, J. M. & Pabo, C. O. Metal-dependent folding of a single zinc finger from transcription 
factor IIIA. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 84, 4841–4845 (1987). 
62. Fairall, L., Schwabe, J. W. R., Chapman, L., Finch, J. T. & Rhodes, D. The crystal structure of a two zinc-
finger peptide reveals an extension to the rules for zinc-finger/DNA recognition. Nature 366, 483–487 
(1993). 
63. Arbuthnot, P. Engineering Sequence-Specific DNA Binding Proteins for Antiviral Gene Editing. in Gene 
Therapy for Viral Infections 63–94 (Elsevier, 2015). doi:10.1016/b978-0-12-410518-8.00003-x 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
75 
 
64. Isalan, M., Choo, Y. & Klug, A. Synergy between adjacent zinc fingers in sequence-specific DNA 
recognition. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94, 5617–5621 (1997). 
65. Isalan, M., Klug, A. & Choo, Y. Comprehensive DNA recognition through concerted interactions from 
adjacent zinc fingers. Biochemistry 37, 12026–12033 (1998). 
66. Segal, D. J. et al. Attenuation of HIV-1 Replication in Primary Human Cells with a Designed Zinc Finger 
Transcription Factor. J. Biol. Chem. 279, 14509–14519 (2004). 
67. Tebas, P. et al. Gene editing of CCR5 in autologous CD4 T cells of persons infected with HIV. N. Engl. J. 
Med. 370, 901–910 (2014). 
68. Mew, T. W., Alvarez, A. M., Leach, J. E. & Swings, J. Focus on Bacterial Blight of Rice. Plant Dis. 77, 5 
(1993). 
69. Kay, S., Hahn, S., Marois, E., Hause, G. & Bonas, U. A bacterial effector acts as a plant transcription factor 
and induces a cell size regulator. Science (80-. ). 318, 648–651 (2007). 
70. Boch, J. & Bonas, U. Xanthomonas AvrBs3 Family-Type III Effectors: Discovery and Function . Annu. Rev. 
Phytopathol. 48, 419–436 (2010). 
71. Mak, A. N. S., Bradley, P., Cernadas, R. A., Bogdanove, A. J. & Stoddard, B. L. The crystal structure of 
TAL effector PthXo1 bound to its DNA target. Science (80-. ). 335, 716–719 (2012). 
72. Kim, M.-S. & Kini, A. G. Engineering and Application of Zinc Finger Proteins and TALEs for Biomedical 
Research. Mol. Cells 40, 533–541 (2017). 
73. Boch, J. et al. Breaking the code of DNA binding specificity of TAL-type III effectors. Science (80-. ). 326, 
1509–1512 (2009). 
74. Deng, D. et al. Structural basis for sequence-specific recognition of DNA by TAL effectors. Science (80-. ). 
335, 720–723 (2012). 
75. Gao, H., Wu, X., Chai, J. & Han, Z. Crystal structure of a TALE protein reveals an extended N-terminal 
DNA binding region. Cell Research 22, 1716–1720 (2012). 
76. Moscou, M. J. & Bogdanove, A. J. A simple cipher governs DNA recognition by TAL effectors. Science 
(80-. ). 326, 1501 (2009). 
77. Maeder, M. L. et al. Robust, synergistic regulation of human gene expression using TALE activators. Nat. 
Methods 10, 243–245 (2013). 
78. Perez-Pinera, P. et al. Synergistic and tunable human gene activation by combinations of synthetic 
transcription factors. Nat. Methods 10, 239 (2013). 
79. Zhang, F., Le Cong, S. L., Kosuri, S., Church, G. & Arlotta, P. Programmable sequence-specific 
transcriptional regulation of mammalian genome using designer TAL effectors. Nat. Biotechnol. 29, 149 
(2011). 
80. Lebar, T. & Jerala, R. Benchmarking of TALE- and CRISPR/dCas9-Based Transcriptional Regulators in 
Mammalian Cells for the Construction of Synthetic Genetic Circuits. ACS Synth. Biol. 5, 1050–1058 (2016). 
81. Jansen, R., Embden, J. D. A. van, Gaastra, W. & Schouls, L. M. Identification of genes that are associated 
with DNA repeats in prokaryotes. Mol. Microbiol. 43, 1565–1575 (2002). 
82. Qi, L. S. et al. Repurposing CRISPR as an RNA-γuided platform for sequence-specific control of gene 
expression. Cell 152, 1173–1183 (2013). 
83. Jinek, M. et al. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. 
Science (80-. ). 337, 816–821 (2012). 
84. Nguyen, N. T., He, L., Martinez-Moczygemba, M., Huang, Y. & Zhou, Y. Rewiring Calcium Signaling for 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
76 
 
Precise Transcriptional Reprogramming. ACS Synth. Biol. 7, 814–821 (2018). 
85. Ptashne, M. & Gann, A. Transcriptional activation by recruitment. Nature 386, 569–577 (1997). 
86. Lee, L. W. & Mapp, A. K. Transcriptional switches: Chemical approaches to gene regulation. Journal of 
Biological Chemistry 285, 11033–11038 (2010). 
87. Triezenberg, S. J., Kingsbury, R. C. & McKnight, S. L. Functional dissection of VP16, the trans-activator of 
herpes simplex virus immediate early gene expression. Genes Dev. 2, 718–729 (1988). 
88. Sadowski, I., Ma, J., Triezenberg, S. & Ptashne, M. GAL4-VP16 is an unusually potent transcriptional 
activator. Nature 335, 563–564 (1988). 
89. Konermann, S. et al. Genome-scale transcriptional activation by an engineered CRISPR-Cas9 complex. 
Nature 517, 583–588 (2015). 
90. Chavez, A. et al. Highly efficient Cas9-mediated transcriptional programming. Nat. Methods 12, 326–328 
(2015). 
91. Tanenbaum, M. E., Gilbert, L. A., Qi, L. S., Weissman, J. S. & Vale, R. D. A protein-tagging system for 
signal amplification in gene expression and fluorescence imaging. Cell 159, 635–646 (2014). 
92. Lebar, T., Lainšček, D., Merljak, E., Aupič, J. & Jerala, R. A tunable orthogonal coiled-coil interaction 
toolbox for engineering mammalian cells. Nat. Chem. Biol. 16, 513–519 (2020). 
93. Stanley, S. A. et al. Radio-wave heating of iron oxide nanoparticles can regulate plasma glucose in mice. 
Science (80-. ). 336, 604–608 (2012). 
94. Stanley, S. A., Sauer, J., Kane, R. S., Dordick, J. S. & Friedman, J. M. Remote regulation of glucose 
homeostasis in mice using genetically encoded nanoparticles. Nat Med 21, (2015). 
95. Miller, I. C., Gamboa Castro, M., Maenza, J., Weis, J. P. & Kwong, G. A. Remote Control of Mammalian 
Cells with Heat-Triggered Gene Switches and Photothermal Pulse Trains. ACS Synth. Biol. 7, 1167–1173 
(2018). 
96. Liu, Q. & Tucker, C. L. Engineering genetically-encoded tools for optogenetic control of protein activity. 
Current Opinion in Chemical Biology 40, 17–23 (2017). 
97. Deisseroth, K. Optogenetics. 8, 26–29 (2011). 
98. Warden, M. R., Cardin, J. A. & Deisseroth, K. Optical Neural Interfaces. Annu. Rev. Biomed. Eng 16, 103–
29 (2014). 
99. Wang, M. et al. Near-Infrared Light-Activated DNA-Agonist Nanodevice for Nongenetically and Remotely 
Controlled Cellular Signaling and Behaviors in Live Animals. Nano Lett. 19, 2603–2613 (2019). 
100. Chen, S. et al. Near-infrared deep brain stimulation via upconversion nanoparticle–mediated optogenetics. 
Science (80-. ). 359, 679–684 (2018). 
101. Ye, H., Daoud-El Baba, M., Peng, R.-W. & Fussenegger, M. A synthetic optogenetic transcription device 
enhances blood-glucose homeostasis in mice. Science (80-. ). 332, 1565–1568 (2011). 
102. Ziskin, M. C. Fundamental physics of ultrasound and its propagation in tissue. Radiographics : a review 
publication of the Radiological Society of North America, Inc 13, 705–709 (1993). 
103. Mast, T. D. Empirical relationships between acoustic parameters in human soft tissues. Acoust. Res. Lett. 
Online 1, 37–42 (2000). 
104. APC International, L. Piezoelectric ceramics: principles and applications. (APC International, 2002). 
105. Duck, F. A., Baker, A. C. & Starritt, H. C. Ultrasound in medicine. (CRC Press, 1998). 
106. Azhari, H. Basics of biomedical ultrasound for engineers. (John Wiley & Sons, 2010). 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
77 
 
107. Szabo, T. L. Diagnostic ultrasound imaging: inside out. (Academic Press, 2004). 
108. Pan, Y., Yoon, S., Zhu, L. & Wang, Y. Acoustic mechanogenetics. Current Opinion in Biomedical 
Engineering 7, 64–70 (2018). 
109. Maresca, D. et al. Biomolecular Ultrasound and Sonogenetics. Annu. Rev. Chem. Biomol. Eng. 9, 229–252 
(2018). 
110. Webster, D. F., Pond, J. B., Dyson, M. & Harvey, W. The role of cavitation in the in vitro stimulation of 
protein synthesis in human fibroblasts by ultrasound. Ultrasound Med. Biol. 4, 343–351 (1978). 
111. Feng, W. U. Clinical applications of high intensity focused ultrasound in the treatment of patients with solid 
malignancy. Emerg. Ther. ultrasound 279 (2006). 
112. Mearini, L. High intensity focused ultrasound, liver disease and bridging therapy. World J. Gastroenterol. 
19, 7494–7499 (2013). 
113. Downs, M. E., Buch, A., Karakatsani, M. E., Konofagou, E. E. & Ferrera, V. P. Blood-Brain Barrier 
Opening in Behaving Non-Human Primates via Focused Ultrasound with Systemically Administered 
Microbubbles. Sci. Rep. 5, 1–13 (2015). 
114. Ferrara, K., Pollard, R. & Borden, M. Ultrasound Microbubble Contrast Agents: Fundamentals and 
Application to Gene and Drug Delivery. Annu. Rev. Biomed. Eng. 9, 415–447 (2007). 
115. Paefgen, V., Doleschel, D. & Kiessling, F. Evolution of contrast agents for ultrasound imaging and 
ultrasound-mediated drug delivery. Frontiers in Pharmacology 6, (2015). 
116. Tufail, Y. et al. Transcranial Pulsed Ultrasound Stimulates Intact Brain Circuits. Neuron 66, 681–694 
(2010). 
117. Tufail, Y., Yoshihiro, A., Pati, S., Li, M. M. & Tyler, W. J. Ultrasonic neuromodulation by brain stimulation 
with transcranial ultrasound. Nat. Protoc. 6, 1453–1470 (2011). 
118. Tyler, W. J. et al. Remote excitation of neuronal circuits using low-intensity, low-frequency ultrasound. 
PLoS One 3, (2008). 
119. Kim, H. et al. Noninvasive Transcranial Stimulation of Rat Abducens Nerve by Focused Ultrasound. 
Ultrasound Med. Biol. 38, 1568–1575 (2012). 
120. Min, B. K. et al. Focused ultrasound-mediated suppression of chemically-induced acute epileptic EEG 
activity. BMC Neurosci. 12, 23 (2011). 
121. Heureaux, J., Chen, D., Murray, V. L., Deng, C. X. & Liu, A. P. Activation of a bacterial mechanosensitive 
channel in mammalian cells by cytoskeletal stress. Cell. Mol. Bioeng. 7, 307–319 (2014). 
122. Ibsen, S., Tong, A., Schutt, C., Esener, S. & Chalasani, S. H. Sonogenetics is a non-invasive approach to 
activating neurons in Caenorhabditis elegans. Nat. Commun. 6, (2015). 
123. Pan, Y. et al. Mechanogenetics for the remote and noninvasive control of cancer immunotherapy. Proc. 
Natl. Acad. Sci. 201714900 (2018). 
124. Gibson, D. G. et al. Enzymatic assembly of DNA molecules up to several hundred kilobases. Nat. Methods 
6, 343–5 (2009). 
125. Fomenko, A., Neudorfer, C., Dallapiazza, R. F., Kalia, S. K. & Lozano, A. M. Low-intensity ultrasound 
neuromodulation: An overview of mechanisms and emerging human applications. Brain Stimulation 11, 
1209–1217 (2018). 
126. Rogers, S., Wells, R. & Rechsteiner, M. Amino acid sequences common to rapidly degraded proteins: The 
PEST hypothesis. Science (80-. ). 234, 364–368 (1986). 
127. Beals, C. R., Clipstone, N. A., Ho, S. N. & Crabtree, G. R. Nuclear localization of NF-ATc by a 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
78 
 
intramolecular interaction. 4, 824–834 (1997). 
128. Hogan, P. G., Chen, L., Nardone, J. & Rao, A. Transcriptional regulation by calcium, calcineurin, and 
NFAT. Genes and Development 17, 2205–2232 (2003). 
129. Niopek, D. et al. Engineering light-inducible nuclear localization signals for precise spatiotemporal control 
of protein dynamics in living cells. Nat. Commun. 5, (2014). 
130. Olivotto, M., Arcangeli, A., Carlà, M. & Wanke, E. Electric fields at the plasma membrane level: A 
neglected element in the mechanisms of cell signalling. BioEssays 18, 495–504 (1996). 
131. Yeung, T. et al. Receptor activation alters inner surface potential during phagocytosis. Science (80-. ). 313, 
347–351 (2006). 
132. Gaber, R. et al. Designable DNA-binding domains enable construction of logic circuits in mammalian cells. 
Nat. Chem. Biol. 10, 203–208 (2014). 
133. Nguyen, N. T., He, L., Martinez-Moczygemba, M., Huang, Y. & Zhou, Y. Rewiring Calcium Signaling for 
Precise Transcriptional Reprogramming. ACS Synth. Biol. 7, 814–821 (2018). 
134. White, P. J., Clement, G. T. & Hynynen, K. Longitudinal and shear mode ultrasound propagation in human 
skull bone. Ultrasound Med. Biol. 32, 1085–1096 (2006). 
135. Mukherjee, N. et al. The activation mode of the mechanosensitive ion channel, MscL, by 
lysophosphatidylcholine differs from tension-induced gating. FASEB J. 28, 4292–4302 (2014). 
136. Li, Q. et al.  Constitutive Nuclear Localization of NFAT in Foxp3 + Regulatory T Cells Independent of 
Calcineurin Activity . J. Immunol. 188, 4268–4277 (2012). 
137. So, J.-S. et al. 6-Methoxyflavone Inhibits NFAT Translocation into the Nucleus and Suppresses T Cell 
Activation. J. Immunol. 193, 2772–2783 (2014). 
138. Kim, J. H. et al. RANKL induces NFATc1 acetylation and stability via histone acetyltransferases during 
osteoclast differentiation. Biochem. J. 436, 253–262 (2011). 
139. Wu, W. et al. Proteolytic regulation of nuclear factor of activated T (NFAT) c2 cells and NFAT activity by 
caspase-3. J. Biol. Chem. 281, 10682–10690 (2006). 
140. Nayak, A. et al. Sumoylation of the transcription factor NFATc1 leads to its subnuclear relocalization and 
interleukin-2 repression by histone deacetylase. J. Biol. Chem. 284, 10935–10946 (2009). 
141. Sanna, B., Bueno, O. F., Dai, Y.-S., Wilkins, B. J. & Molkentin, J. D. Direct and Indirect Interactions 
between Calcineurin-NFAT and MEK1-Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2 Signaling Pathways 
Regulate Cardiac Gene Expression and Cellular Growth. Mol. Cell. Biol. 25, 865–878 (2005). 
142. Sharma, S. et al. Dephosphorylation of the nuclear factor of activated T cells (NFAT) transcription factor is 
regulated by an RNA-protein scaffold complex. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108, 11381–11386 (2011). 
143. Kipanyula, M. J., Kimaro, W. H. & Etet, P. F. S. The Emerging Roles of the Calcineurin-Nuclear Factor of 
Activated T-Lymphocytes Pathway in Nervous System Functions and Diseases. J. Aging Res. 2016, 
5081021 (2016). 
144. Del Arco, P. G., Martínez-Martínez, S., Maldonado, J. L., Ortega-Pérez, I. & Redondo, J. M. A role for the 
p38 MAP kinase pathway in the nuclear shuttling of NFATp. J. Biol. Chem. 275, 13872–13878 (2000). 
145. Braz, J. C. et al. Targeted inhibition of p38 MAPK promotes hypertrophic cardiomyopathy through 
upregulation of calcineurin-NFAT signaling. J. Clin. Invest. 111, 1475–1486 (2003). 
146. Fornerod, M., Ohno, M., Yoshida, M. & Mattaj, I. W. CRM1 is an export receptor for leucine-rich nuclear 
export signals. Cell 90, 1051–1060 (1997). 
147. Fukuda, M. et al. CRM1 is responsible for intracellular transport mediated by the nuclear export signal. 
Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
79 
 
Nature 390, 308–311 (1997). 
148. Dong, X., Biswas, A. & Chook, Y. M. Structural basis for assembly and disassembly of the CRM1 nuclear 
export complex. Nat. Struct. Mol. Biol. 16, 558–560 (2009). 
149. Fischer, U., Huber, J., Boelens, W. C., Mattajt, L. W. & Lührmann, R. The HIV-1 Rev Activation Domain is 
a nuclear export signal that accesses an export pathway used by specific cellular RNAs. Cell 82, 475–483 
(1995). 
150. Kanwal, C., Mu, S., Kern, S. E. & Lim, C. S. Bidirectional on/off switch for controlled targeting of proteins 
to subcellular compartments. J. Control. Release 98, 379–393 (2004). 
151. Jordt, S. E., Tominaga, M. & Julius, D. Acid potentiation of the capsaicin receptor determined by a key 
extracellular site. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97, 8134–8139 (2000). 
152. Jung, J. et al. Capsaicin binds to the intracellular domain of the capsaicin-activated ion channel. J. Neurosci. 
19, 529–538 (1999). 
153. Lamas, J. A., Rueda-Ruzafa, L. & Herrera-Pérez, S. Ion Channels and Thermosensitivity: TRP, TREK, or 
Both? International journal of molecular sciences 20, (2019). 
154. Legon, W., Ai, L., Bansal, P. & Mueller, J. K. Neuromodulation with single-element transcranial focused 
ultrasound in human thalamus. Hum. Brain Mapp. 39, 1995–2006 (2018). 
155. Mueller, J. K., Ai, L., Bansal, P. & Legon, W. Numerical evaluation of the skull for human neuromodulation 
with transcranial focused ultrasound. J. Neural Eng. 14, 66012 (2017). 
156. Hannanta-Anan, P. & Chow, B. Y. Optogenetic Control of Calcium Oscillation Waveform Defines NFAT as 
an Integrator of Calcium Load. Cell Syst. 2, 283–288 (2016). 
157. Kalo, A. & Shav-Tal, Y. Acting on impulse: Dissecting the dynamics of the NFAT transcriptional response. 
Genome Biology 14, 102 (2013). 
158. Colella, M. et al. Ca2+ oscillation frequency decoding in cardiac cell hypertrophy: Role of 
calcineurin/NFAT as Ca2+ signal integrators. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105, 2859–2864 (2008). 
159. Tomida, T., Hirose, K., Takizawa, A., Shibasaki, F. & Iino, M. NFAT functions as a working memory of 
Ca2+ signals in decoding Ca2+ oscillation. EMBO J. 22, 3825–3832 (2003). 
160. Brand, S., Weiss, E. C., Lemor, R. M. & Kolios, M. C. High Frequency Ultrasound Tissue Characterization 











Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 





Priloga 1: Izvirni znanstveni članek. 
 













Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; zelena: DNA vezavna domena NFAT; oranžna: C-






























Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; zelena: DNA vezavna domena NFAT; rdeča: 10x 
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Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: BFP; temno zelena: signal NLS; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; vijolična: 






Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: BFP; temno zelena: signal NLS; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; 






Temno modra: peptidni označevalec AU1; črna: BFP; temno zelena: signal NLS; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; 











Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; modra: BFP; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; 












Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; modra: BFP; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; 



















Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: 
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Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: 





















Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: mNFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: DNA vezavna 






















Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: mNFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: DNA vezavna 
domena TALE; zelena: aktivacijska domena VP64; vijolična: sidrni peptid KRɸ   
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Črna: fLuc; temno rdeča: zaporedje PEST 




Črna: človeški interlevkin 10 





Črna: Luciferaza Renilla 



















Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: 
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Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: N-končna domena NFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: 





















Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: mNFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: DNA vezavna 
domena TALE; zelena: aktivacijska domena VP16 
mNFAT
4-462




















Temno modra: peptidni označevalec c-Myc; črna: mNFAT; rdeča: 10x peptidni povezovalec GS; svetlo modra: DNA vezavna 




Meško M. Uravnavanje izražanja genov z načrtovanimi transkripcijskimi dejavniki, odvisnimi od kalcijevih ionov. 
Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2020. 
85 
 







prekrivanje z vektorjem pGL4.16; svetlo modra: vezavno mesto za NFAT; oranžna: minimalni promotor; temno modra: Kozakovo zaporedje; 













prekrivanje z vektorjem pGL4.16; svetlo modra: vezavno mesto za TALE; oranžna: minimalni promotor; temno modra: Kozakovo zaporedje; 




prekrivanje z vektorjem pGL4.16; svetlo modra: vezavno mesto za TALE; oranžna: minimalni promotor; temno modra: Kozakovo zaporedje; 

























prekrivanje z vektorjem pGL4.16; svetlo modra: vezavno mesto za TALE; oranžna: IL-2 promotor; temno modra: Kozakovo zaporedje; zelena: 
start kodon 
 
 
 
